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Résumé 
La scoliose idiopathique est la fonne la plus courante de scoliose, maladie se 
caractérisant par une défonnation de la colonne vertébrale dans les trois plans de 
l'espace. Plusieurs facteurs étiologiques ont été mis en cause dont un défaut de 
. signalisation de la mélatonine dans les ostéoblastes de patients atteints. La prévalence de 
la scoliose idiopathique adolescente chez les filles au moment de la puberté semble 
également montrer un rôle important des estrogènes dans le développement de cette 
maladie. Ainsi, ce projet avait pour but de détenniner le rôle des estrogènes dans la 
pathogenèse de la SIA, plus particulièrement de détenniner si l'interaction des 
estrogènes avec la mélatonine exacerbe le défaut de signalisation de la mélatonine 
présente dans les ostéoblastes humains de patients SIA. Les résultats de ce travail nous 
ont ainsi pennis de démontrer qu'il semble exister une interaction entre les estrogènes et 
l'activité de la mélatonine dans les ostéoblastes humains provenant de patients SIA 
suggérant ainsi un rôle possible des estrogènes dans l'étiopathogenèse de la SIA. Plus 
particulièrement, nos travaux nous ont pennis de distinguer du point de vue fonctionnel 
deux groupes de réponse au 17-p-estradiol dans les ostéoblastes humains de patients 
SIA. 
Mots-clés: Estrogènes, Scoliose Idiopathique Adolescente, Mélatonine 
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Abstract 
Idiopathic scoliosis is the most common fonn of scoliosis, a disease characterised 
by three dimensional defonnity of the spine. The pathogenesis of adolescent idiopathic 
scoliosis (AIS) is attributed to differente factors and especially to a melatonin signalling 
defect in osteoblasts of AIS patients. The prevalence of AIS in girls during pre-puberty 
and puberty growth seems to point to an important role of estrogens in thedevelopment 
of this disease. However, the reason this disease affects mostly girls as well as the role 
of estrogens in AIS is not clear, despite the fact that these hormones are known for their 
impact on bone and bone growth, including the spine. Thus, the goal of this study was to 
determine the role of estrogens in the pathogenesis of AIS, and especially to detennine if 
the crosstalk between estrogens and melatonin could exacerbate the melatonin signalling 
defect occurring in human osteoblasts of AIS patients. The results of this study allowed 
us to demonstrate that a crosstalk between melatonin and estrogens may exist in human 
osteoblasts of AIS patients, which would suggest a possible role for estrogens in AIS 
pathogenesis. Moreover, our results led us to distinguish two functional groups of 
responsiveness to 17-~-estradiol in human osteoblasts. 
Keywords : Estrogens, Adolescent Idiopathic Scoliosis, melatonin 
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION 
2 
La scoliose est une déformation de la colonne vertébrale dans les trois plans de 
l'espace (frontal, sagittal et corona!). La scoliose est une maladie qui constitue une 
préoccupation de santé publique importante puisqu'il s'agit du type de déformation 
osseuse présentant la plus grande prévalence (Kesley, 1982) chez les 10-18 ans, soit 
entre 2% et 3% de la population pédiatrique (Lonstein, 1989). La scoliose idiopathique 
de l'adolescent est la forme la plus commune de scoliose et survient principalement 
durant la période de croissance pré-pubertaire et pubertaire. Cette pathologie affecte une 
proportion significative de la population adolescente et en particulier les filles en 
période de croissance avec un ratio filles: garçons de 10 pour 1 lorsque l'angle de Cobb 
est supérieur à 30° (Goldbloom, 1994). La SIA engendre de multiples complications 
pour la santé des adolescents atteints telles que des douleurs, de l'ostéopénie précoce et 
pour les adolescents les plus atteints, des détresses respiratoires. Malheureusement les 
causes de la SIA ne sont pas encore bien définies et les seuls traitements actuels sont les 
corsets, afin d'essayer de stabiliser la déformation de la colonne vertébrale, et la 
chirurgie. Ainsi il est important de déterminer à la fois quels sont les facteurs 
étiologiques et aggravants de la SIA et de permettre de diagnostiquer plus précocement 
les adolescents à risque de progression. 
De nombreux facteurs étiologiques ont été étudiés et mis en évidence tels que les 
facteurs génétiques, des anomalies au niveau des éléments structuraux du rachis, les 
facteurs neurologiques et musculaires, les facteurs biochimiques, les facteurs 
endocriniens (hormone de croissance, mélatonine et estrogènes). Récemment, une étude 
a montré que la mélatonine, hormone produite principalement par la glande pinéale, 
pourrait être à l'origine du développement de la SIA, en particulier via un défaut dans la 
voie de signalisation de cette hormone (Moreau et al., 2004). Cette étude a permis 
d'établir une classification en trois groupes fonctionnels des patients atteints de scoliose 
idiopathique en fonction de leur réponse à la mélatonine. Des modifications post-
transcriptionnelles affectant la fonction des protéines Gi couplées aux récepteurs 
membranaires de la mélatonine, MT1 et MT2, pourrait être à la source de ce défaut de 
signalisation (Moreau et al., 2004). Cependant toutes ces études n'expliquent pas 
pourquoi la SIA se manifeste majoritairement à la puberté et qu'elle affecte en plus 
3 
grand nombre et en sévérité les jeunes filles. En effet, la plus grande incidence de la 
maladie chez les adolescentes vient actualiser le rôle des. estrogènes dans 
l'étiopathogenèse de la SIA. La puberté est également une période qui coïncide avec un 
ensemble de manifestations biologiques impliquant la sécrétion des estrogènes. De plus, 
de nombreuses études ont mis en évidenc€:! l'impact des estrogènes sur l'os et la 
croissance osseuse. Cependant même si les estrogènes semblent être impliqués dans le 
développement de la SIA, aucune étude n'a permis de mettre en évidence leur rôle et le 
mécanisme par lequel ils agissent dans la pathogenèse de la SlA. Ainsi dans le contexte 
où nous voulons étudier l'interaction de lavoie de signalisation de la mélatonine et des 
estrogènes, nous avons choisi les ostéoblasetes comme modèle d'études car ils 
répondent à ces deux hormones. 
Il est intéressant de souligner que la mélatonine et l' estradiol interfèrent lors de la 
signalisation cellulaire. Cette interaction a été particulièrement montrée dans les cellules 
du cancer du sein (cellules MCF7) (Del Rio et al., 2004). De plus, la mélatonine est un 
inhibiteur spécifique de la transcription induite par le 17-~-estradiol (E2) au niveau de 
l'élément de réponse aux estrogènes (ERE). En outre, la sensibilité des cellules à la 
mélatonine est dépendante du rapport des récepteurs et de l'expression ectopique des 
récepteurs des estrogènes (Del Rio et al., 2004). 
Ainsi dans le cadre de ce projet de maîtrise, nous avons émis l'hypothèse que les 
estrogènes participent au mécanisme pathogénique de la scoliose idiopathique 
adolescente en jouant sur les effets négatifs d'une signalisation aberrante de la 
mélatonine dans cette maladie. 
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CHAPITRE 2. REVIJE DE LA LITTÉRATURE 
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2.1 La Scoliose Idiopathique Adolescente et son étiologie 
2.1.1 Généralités 
La scoliose est une déformation tridimensionnelle affectant le rachis, le thorax et le 
bassin. Elle représente la déformation la plus fréquente en orthopédie au niveau 
pédiatrique. La majorité des scolioses (85 %) sont des scolioses dont les causes sont 
inconnues (idiopathique), les 15 % restant sont dues à des malformations congénitales, 
des maladies neuromusculaires ou associées à des pathologies osseuses. Selon le 
moment où elles surviennent, celles-ci seront dites infantile (0-3 ans), juvénile (3-10 
ans) ou adolescente (10-20 ans). Cette pathologie est diagnostiquée par un examen 
clinique en position debout et assise. Le diagnostic fait intervenir la mesure de la 
gibbosité, la mesure de l'angle de Cobb (il permet de calculer l'angulation de la 
déformation du rachis) et la mesure du déséquilibre par rapport au pli inter-fessier. 
Plusieurs chercheurs ont présenté des perspectives divergentes dans l'espoir de définir 
plus clairement l'étiologie de la scoliose idiopathique adolescente. Ces recherches 
nombreuses et parfois contradictoires nous permettent de penser que l'origine de la SIA 
est probablement multifactorÎelle. Bien que la composante héréditaire paraisse certaine, 
beaucoup d'autres hypothèses ont été avancées mettant en cause des facteurs génétiques, 
les facteurs musculo-ligamentaires et neurologiques, les facteurs biochimiques et 
récemment les facteurs hormonaux et des dysfonctions dans la signalisation 
intracellulaire engendrée par ces hormones ont été étudiées. Par conséquent, plusieurs 
théories se confrontent sur l'étiologie et la pathogenèse de la scoliose idiopathique. De 
plus, certains de ces facteurs étiologiquès proposés peuvent intervenir tant dans 
l'apparition que dans l'aggravation ce qui complique la compréhension de cette maladie. 
Néanmoins, des progrès considérables ont été réalisés dans les dernières années quant à 
la compréhension de la pathogénie de la SIA qui préoccupe depuis des siècles les 
cliniciens, les chercheurs et la population pédiatrique atteinte de cette maladie. Les 
hypothèses les plus acceptées de l'étiopathogenèse de la SIA font intervenir des 
anomalies de fonctionnement des centres du contrôle postural situés dans le cerveau, qui 
priveraient la colonne d'informations nécessaires à sa croissance régulière en hauteur 
(Dubousset et al., 1983). 
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Ces centres seraient sous la dépendance de la glande pinéale et récemment, Moreau et al. 
(Moreau et al., 2004) ont démontré dans des cellules isolées de sujets scoliotiques, 
l'existence d'un défaut de signalisation de la mélatonine, hormone produite 
principalement par la glande pinéale. Le rôle de la mélatonine dans la scoliose a été 
d'ailleurs évoqué depuis de nombreuses années lorsque Dubousset et al. (Dubousset et 
al., 200 1) ont démontré que l'ablation de la glande pinéale entraîne cette maladie. 
Cependant la majorité des études à ce jour chez l'Homme n'ont pu mettre en évidence 
des changements significatifs dans les niveaux circulants de mélatonine (Brodner et al., 
2000; Sadat-Ali et al., 2000). Dans ce sens, la mise en évidence d'un défaut de 
signalisation de la mélatonine vient actualiser le rôle de cette hormone dans la 
pathogénèse de la scoliose au niveau de son action et non au niveau de sa carence. De 
plus, ce défaut de signalisation permettrait d'expliquer également l'ensemble des 
anomalies asSociées à la SIA puisque les récepteurs à la mélatonine sont présents dans 
les tissus et systèmes atteints par cette condition. 
2.1.2 Les facteurs étiologiques de la SIA 
Dans le but de mieux comprendre l'étiologie de la SIA et d'expliquer les différents types 
de courbure de la colonne vertébrale observés chez les patients SIA, plusieurs 
hypothèses ont été avancées (Lowe et al., 2000) (Burwell, 2003). Celles-ci sont 
résumées ici-bas de même que dans un récent article (Letellier et al., 2007) (cf annexes). 
2.1.2.1 Les facteurs génétiques 
La SIA survient parfois avec une fréquence plus élevée dans certaines familles (Cowell 
et al., 1972; Kesling et al., 1997; Miller, 2002). Ainsi, plusieurs études ont essayé de 
trouver une composante génétique à la scoliose mais jusqu'à présent les résultats des 
travaux réalisés dans ce sens sont controversés et le mode de transmission reste un sujet 
de débat. Wynne-Davies (Wynne-Davies, 1968) a réalisé une étude sur 114 patients 
atteints de scoliose idiopathique dans le but d'établir l'incidence familiale de cette 
déformation et de comparer celle-ci avec l'incidence dans la population générale. Cette 
étude a montré que la composante génétique était importante dans le groupe composé 
d'adolescents scoliotiques. Cependant, le nombre de patients étudiés était trop faible 
pour tirer des conclusions quant au mode de transmission (transmission dominante et 
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transmission multi-génique). De plus, une étude réalisée sur des jumeaux a montré que 
la scoliose se développait avec une plus grande prédominance chez les jumeaux 
homozygotes (73 %) que chez les jumeaux hétérozygotes (36 %) (Carr, 1990) (Andersen 
et al., 2007). Comme la prédominance féminine de la maladie est nette, certaines études 
proposent que la transmission soit liée au chromosome X (Cowell et al., 1972), (Justice 
et al., 2003) alors que d'autres favorisent une transmission autosomale (Salehi et al., 
2002). D'autres études ont également mis en évidence plusieurs loci de susceptibilité 
dans différents chromosomes. Il s'agit des régions sur les chromosomes 2, 6, 9,10, 16, 
17, 18, 19 (Chan et al., 2002b; Miller et al., 2005; Salehi et al., 2002; Wise et al., 2000) 
(Alden et al., 2006). Ainsi les résultats de ces études suggèrent plusieurs régions 
candidates potentielles, indiquant que l'hétérogénéité génétique et clinique pourrait être 
impliquée dans l'expression de cette maladie notamment dans la SIA dite familiale 
(représente 15% des cas). En résumé, la composante génétique est encore au cœur du 
débat et depuis plusieurs années, chercheurs et cliniciens tentent de développer des 
hypothèses concluantes pour clarifier l'étiopathogenèse de la SIA. Les études qui ont 
révélées que la SIA est présente avec une fréquence plus élevée dans certaines familles 
sont en faveur des facteurs génétiques (Cowell et al., 1972; Kesling et al., 1997). Malgré 
qu'il existe une forte composante héréditaire, la plupart des scolioses idiopathiques (85 
%) apparaissent dans des familles n'ayant aucun antécédent familial de SIA, ce qm 
indique que des facteurs environnementaux pourraient également être impliqués. 
2.1.2.2 Les éléments structuraux du rachis 
Puisque la scoliose est une déformation de la colonne vertébrale, il est possible qu'un 
défaut dans l'une des composantes de cette structure puisse en être la cause. Ainsi, 
l'existence d'une scoliose dans des maladies affectant le tissu conjonctif (scolioses 
secondaires associées au syndrome de Marfan, l'hyperlaxité articulaires, d'Ehlers-
Danlos, l'homocystinurie et l'ostéogenèse imparfaite) (Pyeritz et al., 1979) suggère une 
responsabilité du collagène ou des protéoglycanes (les éléments principaux dans le 
support des structures de la colonne vertébrale) dans la genèse d'une scoliose (Akhtar et 
al., 2005; Hadley-Miller et al., 1994; Worthington et al., 1991). Akhtar et al. (Akhtar et 
al., 2005), dans une étude réalisée sur les disques intervertébraux de sujets normaux et 
de patients scoliotiques, ont observé le dérèglement de l'organisation lamellaire du 
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collagène et des fibres élastiques dans la scoliose. Worthington (Worthington et al., 
1991) a montré que le défaut primaire semble être relié à la synthèse du collagène et des 
protéoglycanes. Yu et al. (Yu et al., 2005) ont montré que les disques intervertébraux 
d'adolescents normaux révèlent un réseau de fibres élastiques abondant et organisé alors 
qu'il est épars et déréglé dans les disques scoliotiques et pourrait être ainsi impliqué dans 
la progression de la déformation de la colonne vertébrale (Duance et al., 1998). 
Cependant, cette cause reste sujette à controverse. En effet, Oegema et al. (Oegema et 
al., 1983) a montré avec une étude réalisée sur les disques intervertébraux que la 
scoliose idiopathique ne semble pas être le résultat d'une altération biochimique des 
protéoglycanes mais plutôt que la déformation du rachis pourrait amener à une altération 
de la composition des protéoglycanes en particulier dans le nucleus pulposis. Pedrini et 
al. (Pedrini et al., 1973) ont pu observés une diminution de 25 % du taux de synthèse des 
glycosaminoglycanes et une augmentation de 25 % de la synthèse du collagène chez les 
sujets scoliotiques. D'autres chercheurs se sont attardés à étudier le système des fibres 
élastiques (2ème composant majeur de la matrice extracellulaire) dont une étude réalisée 
sur 34 patients SIA qui a montré que 50% d'entre eux avaient une prédominance 
anormale de fibre musculaires de type l mettant ainsi en évidence le rôle des tissus 
élastique dans la SIA (Echenne et al., 1988; Hadley-Miller et al., 1994). Une étude 
réalisée par Miller et al. (Hadley-Miller et al., 1994) sur 23 patients SIA et 5 individus 
contrôles sans SIA montre un défaut dans 1'arrangement des fibres élastiques dans la 
majorité des patients scoliotiques (82 % des scoliotiques). 
2.1.2.3 Les théories biomécaniques de l'évolution des scolioses 
Les influences mécaniques sur la croissance de la colonne vertébrale semblent jouer un 
rôle important dans la progression de la courbe des scolioses car elles apparaissent 
principalement pendant la période rapide de croissance de 1'adolescence. Plusieurs 
auteurs ont proposé que le développement de la scoliose serait basé sur la modification 
du profil sagittal (Cruickshank et al., 1989; Deacon et al., 1985; Dickson, 1992; Murray 
et al., 1996; Roaf, 1966; Somerville, 1952; Wi11ner et al., 1983). D'après cette 
hypothèse, les patients avec une scoliose idiopathique développent des hypocyphoses 
progressives. Elles sont suivies d'une lordose de la colonne thoracique, causant le 
pliement de la colonne vertébrale sous le chargement physiologique appliqué à celle-ci. 
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Smith et al. ont décrit plus tard, une déformation dans le plan transverse et un 
phénomène de dérive osseuse vers la concavité de la courbe (Smith et al., 1991). Plus 
récemment, Porter .et al. ont proposé que la longueur de la moelle épinière était plus 
courte que la longueur antérieure du corps vertébral, ceci causant le pliement de la 
colonne vertébrale et finalement la déformation typique dans les trois plans de l'espace 
de la scoliose idiopathique (Porter, 2000). Cependant, la cause de cette théorie de 
croissance antérieure et postérieure de la colonne vertébrale n'a pas été déterminée. Cela 
pourrait être relié aux différences dans le taux de croissance endochondral et 
intramembranaire des éléments vertébraux. 
Une fois la déformation scoliotique établie, la plupart conviennent que plusieurs 
composants de la progression de la courbe sont régulés par le principe de Hueter-
Volk:mann (Hueter, 1862; volkmann, 1882). Ce principe établit que la croissance est 
retardée par une compression augmentée et qu'elle est accélérée quand les charges 
compressives sont réduites. Stokes et al. (Stokes et al., 1998; Stokes et al., 1996) ont 
proposé une théorie de modulation mécanique de la croissance vertébrale basée sur le 
principe de Hueter-Volk:mann, et ils croient qu'une fois que le chargement asymétrique 
se produit, un cercle vicieux se déclenche avec une déformation vertébrale progressive. 
Perdiolle et al. ont proposé qu'une petite courbure thoracique pourrait créer un 
chargement asymétrique causant une progression de la courbe une fois que la courbe 
atteint un certain niveau(Perdriolle et al., 1993). 
2.1.2.4 Les facteurs neurologiques et les facteurs musculaires 
Le rôle de la musculature vertébrale dans la pathogenèse de la scoliose idiopathique a 
été le sujet de nombreuses études, en particulier dans la distribution des différents types 
de fibres associée à la déformation. Il a été montré que la scoliose peut être provoquée 
par des altérations au niveau du contrôle de la proprioception, un désordre 
neuromusculaire lié au neurotransmetteur impliqué dans l'état postural bipède (Ford et 
al., 1988). Des différences ont été observées entre les muscles du côté concave et 
convexe de la courbure. En effet, plusieurs changements morphologiques et 
biochimiques dans les muscles de patients scoliotiques, telles qu'une différence de ratio 
des fibres de type 1 et de type 2 dans les muscles de la colonne vertébrale de même que 
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des anomalies indiquant une dénervation et une neuropathie, ont été documentés. 
Spencer (Spencer et al., 1976a; Spencer et al., 1976b) et Eccles ont été les premiers à 
décrire les fibres musculaires de type l et ceux de type II (Spencer et al., 1976a; Spencer 
et al., 1976b). Mannion et al. ont également mis en évidence, chez 14 patients, une 
diminution des fibres de type l dans les muscles paraspinaux du côté concave de la 
courbure contrairement au côté convexe où aucune différence n'a été observée (Mannion 
et al., 1998). 
2.1.2.5 Les facteurs biochimiques 
De nombreuses études ont mis en évidence le rôle des facteurs biochimiques dans le 
développement de la scoliose et en particulier des études réalisées sur les plaquettes 
sanguines (Kindsfater et al., 1994; Lowe et al., 2002; Muhlrad et al., 1982; Yarom et al., 
1982). En effet, plusieurs anomalies dans les plaquettes ont été observées chez les 
patients SIA tel qu'un taux intracellulaire élevé de calcium et de phosphore et une 
diminution de l'activité de plusieurs protéines intracellulaire (protéines contractiles, 
myosine adénosine triphosphate) (Yarom et al., 1982). Une augmentation du taux de 
calmoduline serait associée à la SIA et à la progression de la courbure. De plus, la 
mélatonine serait un antagoniste de la calmoduline modulant ainsi le transport. du 
calcium (Kindsfater et al., 1994; Lowe et al., 2002). Cependant ces facteurs 
biochimiques ne serait pas la cause de la SIA mais plutôt un bon indicateur de ce qui se 
produirait dans d'autres types cellulaires et tissus tel que les muscles. Les plaquettes et 
les muscles sont deux ty'pes cellulaires qui expriment l'actine et la myosine, des 
protéines contractiles. Ainsi, les défauts observés dans les plaquettes pourraient être 
retrouvés dans les muscles. Unè étude réalisée par le Dr Enouf et le Dr Moreau 
(Bredoux et al., 2006) a également mis en évidence un défaut dans la maturation des 
plaquettes en montrant une variation dans le niveau d'expression de différentes 
isoformes de Ca2+ - ATPase dans les plaquettes de 17 patients SIA. Ils ont ainsi montré 
une augmentation de l'expression de l'isoforme PMCA4b (plasma membrane Ca2+_ 
ATPase) chez 70% des patients SIA comparativement à l'expression observée chez des 
sujets contrôles. 
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2.1.2.6 Les facteurs endocriniens 
2.1.2.6.1 Lesfacteurs de croissance 
La scoliose idiopathique adolescente survient principalement lors de la puberté et à un 
moment où la croissance s' accèlére. Les facteurs de croissance ont ainsi été suspectés 
dans l'étiopathogenèse de la SIA. Nissinen et al. (Nissinen et al., 1993) ont découvert 
que les enfants scoliotiques étaient plus grands que des enfants normaux. Cette 
différence peut être expliquée par une augmentation des niveaux d'hormones de 
croissance mais cette hypothèse est contredite par les travaux de Misol et al. (Misol et 
al., 1971). Il est à mentionner que des cas de scoliose sont survenus suite au traitement 
par hormone de croissance (Docquier et al., 2004) malgré qu'aucun lien direct avec le 
traitement substitutif par hormone de croissance n'ai pu être établi. 
Différentes études ont également montré une interaction entre l'hormone de croissance 
et la mélatonine, une autre hormone semblant être impliquée dans le développement de 
la SIA. Deux études réalisées sur des hommes sains ont montré que l'administration 
orale de mélatonine conduisait à une augmentation du taux de l'hormone de croissance 
(GH) dans la plasma et augmentait également la réponse de l'hormone de croissance à la 
GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone) (Meeking et al., 1999; Valcavi et al., 
1987; Valcavi et al., 1993). Une étude récente montre également que les enfants ayant 
une déficience en hormone de croissance ont des taux sanguins de mélatonine 
augmentés. Cependant, bien qu'une relation entre la mélatonine et l'hormone de 
croissance ait été mise en évidence par plusieurs études, le mécanisme impliquant 
l'interaction entre ces deux hormones est encore peu compris. 
2.1.2.6.2 La mélatonine 
La mélatonine, une hormone produite principalement par la glande pinéale au niveau du 
cerveau, régule plusieurs activités physiologiques notamment notre horloge biologique 
(cycle circadien), le système nerveux et immunitaire de même que le métabolisme 
osseux. La mélatonine peut également être produite par la rétine (Ivanova et al., 2003), 
le tractus intestinal et les lymphocytes (Carrillo-Vico et al., 2004) mais contrairement à 
celle produite par la glande pinéale et les lymphocytes, celle-ci n'est pas sécrétée dans la 
circulation générale et agit de manière locale au niveau des cellules rétiniennes et de la 
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muqueuse intestinale (Green et al., 2004). Le rôle de la mélatonine a été évoqué à 
plusieurs reprises suite à des expériences qui ont démontré que l'ablation de la glande 
pinéale entraînait le développement d'une scoliose chez le poulet et le rat (Machida et 
al., 1993; Machida et al., 1999). Le développement d'une scoliose chez des souris 
bipèdes et quadrupèdes de souches C57BL/6 (souris présentant un défaut dans la 
synthèse de la mélatonine) confirme également l'importance de la mélatonine dans cette 
pathologie (Machida et al., 2006; Machida et al., 1999). De plus, l'injection de doses 
quotidiennes de mélatonine prévient la survenue de la maladie chez ces rats bipèdes et 
les poulets pinéalectomisés. Cependant, la pinéalectomie réalisée chez de jeunes 
primates non humains n'a pas conduit au développement de scoliose et cela chez aucun 
des primates pinéalectomisés, malgré une carence complète en mélatonine (Cheung et 
al., 2005). De plus, la pertinence biologique de la mélatonine dans la scoliose 
idiopathique est controversée puisque des études ont montré que les taux circulants de 
mélatonine n'étaient pas significativement différents des individus contrôles (Brodner et 
al., 2000; Sadat-Ali et al., 2000). Cependant, Moreau et al. (Moreau et al., 2004) ont 
démontré dans des cellules provenant des patients scoliotiques, l'existence d'un défaut 
de signalisation de la mélatonine. Cette découverte est venue actualiser l'importance de 
cette hormone dans la pathogénie de la scoliose. Ces travaux ont permis de démontrer 
que le défaut de signalisation serait dû à une augmentation de la phosphorylation des 
protéines G inhibitrices (Gi) qui engendre leur inactivation. Ces études ont permis 
également de déterminer trois groupes de patients selon leur réponse à différentes 
concentrations de mélatonine (10-5 à 10-11 M). 
L'inactivation des récepteurs de la mélatonine MTl et MT2 par des techniques de 
mutagenèse ont permis de mieux comprendre le rôle de ces récepteurs. En effet, la 
mutation du récepteur MTl réalisée chez les souris (souris homozygotes pour la 
mutation) ne montre pas d'effet de ~e récepteur sur la survie ni dans la fonction du 
rythme circadien. Cependant, l'inactivation du récepteur aboli l'effet inhibiteur de la 
mélatonine sur le décharge synaptique. De plus, les souris mutantes pour le récepteur de 
la mélatonine MTl montrent une réponse partielle à la mélatonine mettant ainsi en 
évidence une redondance des récepteurs de la mélatonine (Liu et al., 1997). La réponse 
partielle observée est abolie dans les souris double mutantes pour les récepteurs MTl et 
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MT2 montrant le rôle du récepteur MT2 dans cette redondance (Jin et al., 2003). De 
plus, une étude ciblée sur les variants alléliques du récepteur de la mélatonine MTl a 
montré qu'il n'y avait pas de corrélation entre les polymorphismes présents chez les 
individus atteints de SIA et les individus normaux (Morcuende et al., 2003). 
2.1.2.6.3 Les estrogènes 
La prédominance féminine de la SIA a amené des chercheurs à se questionner sur le rôle 
potentiel des estrogènes dans le développement de la SIA. En effet, la SIA est présente 
dans une proportion fille : garçon de 2 pour 1 avec des déformations inférieures à 10° et 
de 10 pour 1 avec des déformations supérieures à 30° d'angle de Cobb. De plus, 
l'incidence de la maladie est principalement observée au moment de la puberté qui est 
une période où les estrogènes jouent un rôle important. Une étude a récemment montré 
une relation entre l'âge à la ménarche, qui désigne l'âge où les jeunes filles ont pour la 
première fois leurs régIes et la prévalence de la SIA (Grivas et al., 2006) ce qui laisse 
penser que les estrogènes pourraient intervenir dans le développement de cette 
pathologie. En effet, une étude de Warren et al. sur les jeunes danseuses de ballets a 
montré que 15 danseuses sur 18 atteintes de scoliose avait eu une ménarche 
significativement retardé (14 ans et plus) comparativement aux danseuses sans scoliose. 
Cette étude suggère qu'une ménarche retardée correspondant à un hypoestrogènisme 
pourrait prédisposer les danseuses de ballets à la scoliose et aux fractures (Balasch, 
2003; Warren et al., 1986). Alors que le d'autres études ont suggéré un effet des 
estrogènes et des agonistes des estrogènes (17-u-ethynylestradiol) sur le développement 
de scoliose. Le traitement du Xenopus laevis blastulae avec une dose phannacologique 
de 17-~-estradiol (E2) 10-5 M a conduit.au développement de scoliose (Iwamuro et al., 
2003). De même, le traitement du Fundulus heteroclitus avec un agoniste des estrogènes 
(17alpha-ethynylestradiol(EE2)) conduit à une incidence significativement plus élevée 
des scolioses (Boudre au et al., 2004). Cependant les mécanismes moléculaires par 
lesquels les estrogènes interviendraient dans l'initiation et/ou la progression de cette 
maladie ne sont pas clairement élucidés. Les récepteurs des estrogènes, en particulier le 
récepteur ERu, ont été visés par plusieurs études démontrant chez l'une que le 
polymorphisme de ce récepteur peut être corrélé avec la progression de la SIA dans la 
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population japonaise et en particulier pour les déformations thoraciques droites (Inoue et 
al., 2002). Néanmoins, une étude récente réalisée sur 540 patients chinois contredit ces 
résultats et montre qu'il n'y a pas d'association entre les polymorphismes Pvull et XbaI 
du gène du récepteur aux estrogènes ERu et la sévérité de la courbe (Tang et al., 2006). 
2.2LA MÉLATONINE 
2.2.1 Généralités 
La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est une neurohormone principalement 
synthétisée par la glande pinéale et est secrétée dans la circulation où elle agit au niveau 
des tissus cibles. La mélatonine est produite durant la nuit (Claustrat et al., 2005) et sa 
synthèse est réalisée en plusieurs étapes: la première est la conversion du L-tryptophan, 
capté des vaisseaux cérébraux, en sérotonine. La sérotonine est ensuite métabolisée par 
l'arylalkylamine N-acetyltransférase (AA-NAT) en N-acetyl-5-hydroxytryptamine. 
L'étape finale de la voie de synthèse de la mélatonine est la conversion du N-acetyl-5-
HT en mélatonine par la hydroxyindole-o-méthyltransferase. La mélatonine est une 
protéine lipophile qui est largement distribuée à travers le corps. Elle intervient dans la 
régulation du rythme circadien et saisonnier. Mais elle a également d'autres fonctions 
physiologiques et biochimiques. La mélatonine agit via quatre modes d'action 
pnnclpaux: 
sa liaison à des protéines intracellulaires (exemple: calmoduline) (Benitez-King 
et al., 1991), 
des effets antioxidatifs (Reiter et al., 2003; Tan et al., 2003), 
sa liaison à des récepteurs membranaires (Macchi et al., 2004), 
et sa liaison à des récepteurs nucléaires de la famille des récepteurs orphelins 
(Rafii-EI-Idrissi et al., 1998). 
2.2.2 La signalisation cellulaire de la mélatonine 
La mélatonine peut activer ou inhiber des cascades de signal de transduction à travers 
différents récepteurs. La mélatonine se lie à des récepteurs membranaires (affinité de 
l'ordre du picomolaire) ainsi qu'à des récepteurs nucléaires (RZRJROR) (affinité de 
l'ordre du nanomolaire). 
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2.2.2.1 Action via ses récepteurs 
1.1.1.1.1 Les récepteurs membranaires, MT1 et MT2 
La mélatonine agit via deux récepteurs membranaires : MT1 (Mel-lA ou MTNR1A) et 
MT2 (Mel-lB ou MTNR1B). Ces récepteurs sont constitués de sept segments 
transmembranaires et sont couplés aux protéines G ("Guanine nucleotide-binding 
proteins") (RCPG) (Masana et al., 2001; Reppert, 1997). Les protéines G sont des 
protéines hétérotrimèriques possédant une activité GTPase et sont constituées des sous-
unités alpha, bêta et gamma. Il existe au moins 20 sous-unités alpha dont les plus 
présentes sont les protéines G alpha i (inhibitrice), G alpha S ( stimulatrice), G alpha q 
(active la voie de la phospholipase C (PLC)). Les protéines G agissent comme des 
« interrupteurs moléculaires» qui sont capables de déclencher une voie de signalisation 
en conduisant à la production de messagers secondaires. A l'état inactif, la sous-unité 
alpha lie le GDP. Lorsque le récepteur couplé aux protéines G est activé par la liaison 
de son ligand, la protéine G se lie au récepteur. Cette liaison au récepteur permet la 
libération du GDP par la protéine G qui le remplace par du GTP. La sous-unité Galpha 
se dissocie ensuite des sous-unités gamma et beta. Les sous-unités alpha et gammalbeta 
peuvent ainsi déclencher différentes voies de signalisation en activant des messagers 
secondaires différents et des canaux ioniques (Gy/~). L'hydrolyse du GTP par la sous-
unité G alpha permet à nouveau sa liaison aux sous-unités betalgamma et peut ainsi 
commencer un nouveau cycle. 
Des études réalisées sur des rongeurs ont montré que les récepteurs membranaires de la 
mélatonine, MT 1 et MT2, sont présents dans des tissus variés. Chez l'humain, ces 
récepteurs sont également présents dans de nombreux organes: le cerveau, la rétine, le 
système cardiovasculaire, le foie, la vésicule biliaire, les intestins, les reins, les cellules 
immunitaires, les adipocytes, la prostate, les cellules épithéliales du sein, les ovaires et la 
peau. Les voies de transduction des récepteurs de la mélatonine couplés aux protéines G 
à travers la membrane plasmique font intervenir plusieurs messagers secondaires: 
l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), le diacylglycérol (DAG), l'inositol-I,4,5-
triphosphate (IP3), le guanosine monophosphate (GMPc) et le calcium. Ces messagers 
secondaires, vont véhiculer l'information liée à la fixation du ligand jusqu'à des 
effecteurs intracellulaires terminaux responsables, plus ou moins directement, de la 
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fonction de la mélatonine. Les interactions du récepteur MT1 avec plusieurs protéines G 
ont été démontrées: Gj, Go, Gq, Gz, G12, Gl3 , G14, G16 (Barrett et al., 2003; Brydon et al., 
1999; Chan et al., 2002a; Ho et al., 2001; New et al., 2003). Cependant c'est 
majoritairement la forme inhibitrice qui est impliquée dans la transduction du signal de 
la mélatonine et une étude a montré qu'un défaut existe à ce niveau dans la SlA (Moreau 
et al., 2004). 
La voie de signalisation activée par la mélatonine semble être régulée et tissu spécifique. 
La liaison de la mélatonine à son récepteur membranaire amène à la liaison de la 
protéine G ainsi qu'au changement de conformation de la sous unité alpha intracellulaire 
spécifique. La mé1atonine à travers l'activation de la protéine Ga. inhibitrice, conduit à 
une inhibition de la stimulation de la production de l'AMPc induite par la Forskoline 
(Niles et al., 1990; Niles et al., 1991; Witt-Enderby et al., 1996). La diminution du taux 
d'AMPc intracellulaire conduit à une inhibition de l'activation de la PKA et donc à une 
inhibition de la phosphorylation de CREB (cAMP-Responsive Element Binding 
Protein)(Masana et al., 2001; McNulty et al., 1994; Witt-Enderby et al., 1998). En plus 
de la cascade dépendante de l'AMPc, le récepteur MTl peut activer un signal de 
transduction dépendant de la PLC directement ou indirectement via les sous unités B et 'Y 
des protéines G et activer ainsi la voie de la PKC par la formation de DAG (Brydon et 
al., 1999; Chan et al., 2002a; Godson et al., 1997; Ho et al., 2001; MacKenzie et al., 
2002; Roka et al., 1999). Dans un autre temps, l'activation de MTl augmente la 
phosphorylation de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ou MEKI (MAPK!ERK 
Kinase-1), MEK2 (MAPK!ERK Kinase-2) et ERKl/2 (Extracellular Signal-Regulated 
Kinases 1 and 2)(Hazlerigg et al., 1996). 
Ces récepteurs peuvent aussi moduler la formation de l'acide arachidonique (Godson et 
al., 1997) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase)(Chan et al., 2002a; Witt-Enderby et al., 
2003). De plus, plusieurs mécanismes de réponse à la mélatonine sont médiés par la 
régulation des canaux ioniques (figure 1). 
Les niveaux d'AMPc et de GMPc (Petit et al., 1999) sont également modulés à travers 
l'activation de MT2. De façon similaire à MT1, l'activation de MT2 par la mélatonine 
inhibe la formation d'AMPc (Brydon et al., 1999; Jones et al., 2000; MacKenzie et al., 
2002) et MT2 est également couplé à une stimulation de l'hydrolyse de 
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l'inositolphosphate (IP) en diacylglycérol (DAG) et en inositol 3,4,5 triphosphate (IP3) 
qui jouent un rôle de second messagers (Ho et al., 2001; MacKenzie et al., 2002). 
Néanmoins, contrairement à MT1, la localisationde MT2 est plus limitée (le cervelet, le 
SNe, la rétine, les reins, les ovaires, les os, les vaisseaux cardiaques et dans des lignées 
cellulaires cancéreuses) (von Gall et al., 2002). 
La sensibilité de la réponse des récepteurs de la mélatonine à son ligand reflète des 
changements dans la densité des récepteurs à la mélatonine qui se produisent pendant le 
cycle 24h jour/nuit. Les mécanismes qui engendrent une réponse différente à la 
mélatonine selon le tissu ne sont pas encore bien compris, mais les données commencent 
à montrer que les événements transcriptionnels et le découplage des protéines G 
pourraient être impliqués. 
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Figure 1 : Schéma de la voie de signalisation de la mélatonine via les récepteurs 
MTl et MT2 (adapté de ambion.com) 
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2.2.2.1.1 Le récepteur MT3 
Un troisième récepteur à la mélatonine MT3 a été cloné chez le Hamster (Nosjean et al., 
1 
2000). Il a été montré que cette protéine avait 95% d'homologie avec la quinone 
réductase 2 humaine, une enzyme impliquée dans la détoxification (Nosjean et al., 
2000). Ce récepteur cytosolique possède une plus faible affinité pour la mélatonine que 
les récepteurs membranaires MTI et MT2 (de l'ordre du nanomolaire)(Nosjean et al., 
2001). Ce récepteur est également exprimé de façon ubiquitaire (le foie, les reins, le 
cerveau, les tissus adipeux, les muscles squelettiques, les poumons, les intestins, les 
testicules)(Nosjean et al., 2001). Récemment, des études ont montré que le récepteur 
MT3 pourrait être impliqué dans la régulation de la pression intraoculaire chez le lapin 
(Pintor et al., 2001) et dans la réponse inflammatoire (Lotufo et al., 2001). Le- récepteur 
MT3 n'est pas un récepteur au même titre que les récepteurs membranaires de la 
mélatonine MTl et MT2 mais plutôt un récepteur pharmacologique puisqu'il reconnaît 
de nombreux ligands mais avec une affinité moindre. 
2.2.2.1.2 Les récepteurs nucléaires 
La mélatonine se lie également à des récepteurs nucléaires RZRJROR qui sont des 
récepteurs de la famille des récepteurs nucléaires orphelins (Becker-Andre et al., 1994) 
(Rafii-EI-Idrissi et al., 1998). Contrairement à la majorité des hormones la mélatonine 
est une petite molécule chimique qui peut rentrer librement dans la cellule où elle peut se 
lier au récepteur cytosolique MT3 ou se rendre au noyau et se lier au récepteur 
RZRJROR. La constante de liaison de la mélatonine à ces récepteurs est de l'ordre du 
nanomolaire, ce qui est similaire à la concentration physiologique de la mélatonine. Des 
études de transfection utilisant une construction RORE-gène rapporteur ont montré que 
l'activité transcriptionnelle de ses récepteurs était augmentée en présence de mélatonine 
et de ces analogues (Missbach et al., 1996; Schrader et al., 1996). Ces récepteurs 
nucléaires contiennent cinq domaines: un domaine AlB (N-terminal) qui possède une 
séquence AF-1, un domaine C de liaison à l'ADN, un domaine D variable charnière, un 
domaine E de liaison au ligand (contenant AF2) et un domaine optionnel court nommé 
F. Ces récepteurs se lient à l'ADN sous forme de monomères et reconnaissent les 
éléments de réponse RORE (éléments de réponse aux hormones)(Giguere et al., 1995; 
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Greiner et al., 1996; Schrader et al., 1996). Le récepteur RZR ainsi que RORa sont 
exprimés dans de nombreux organes alors que les récepteurs RZRp et RZRy sont plus 
restreints (Smimov, 2001) (Wiesenberg et al., 1995). RORy est le plus exprimé dans les 
muscles squelettiques (Hirose et al., 1994). Ces récepteurs nucléaires sont ainsi 
impliqués dans de nombreuses actions physiologiques. Ils sont en particulier impliqués 
dans les réactions du système immunitaire (He et al., 1998), dans la différenciation du 
système nerveux central (Matysiak -Scho1ze et al., 1997) et possiblement dans la 
modulation du métabolisme lipidique (Mamontova et a!., 1998). 
2.2.2.1.3 Autres récepteurs 
Il existe également chez les mammifères, un récepteur qui possède 45% d'homologie 
avec la séquence d'acides aminés des récepteurs de la mélatonine, le récepteur GPR50. 
Il est cependant incapable de lier la mélatonine et son ligand est encore inconnu. 
Néanmoins, une étude a montré que le récepteur GPR50 était capable d'inhiber la 
fonction du récepteur MIl en l'hétérodimérisant avec ce dernier (Levoye et al., 2006). 
En effet, le récepteur GPR50 abolli la liaison de l'agoniste ainsi que le couplage des 
protéines G au récepteur MIl de l'hétérodimère. Cependant, le récepteur GPR50 
hétérodimérisant avec le récepteur MI2 ne modifie pas la fonction de ce dernier. 
2.2.2.2 Action non-dépendante des récepteurs via la calmoduline 
La mélatonine a également la capacité d'agir indépendamment de ses récepteurs. Cette 
capacité est attribuée à son petit poids moléculaire et à sa nature hautement lipophile 
et/ou dû à un mécanisme actif d'absorption. La mélatonine une fois dans le cytoplasme 
se lie à la calmoduline (CaM) avec une grande affinité. La calmoduline est codée par 
trois gènes distincts transcrit en huit ARNm constitués de différents signaux de 
polyadénylation mais sont cependant traduits en une seule protéine identique de 148 
acicj.es aminés. La calmoduline est une protéine ubiquitaire liant le Ca2+ et qui relaie le 
signal du Ca2+ à différentes protéines cibles (Cheung, 1980). Le complexe ci+ -CaM 
agit directement par interaction avec des enzymes cibles clés (adénylates cyclases, 
phosphodiestérases, micro tubule binding proteins (MAPs) et tubuline 4) (Lee et al., 
1984; Salter et al., 1981; Sharma et al., 1986) et indirectement via des protéines kinases 
spécifiques (Klee, 1991). La liaison du ci+ à la calmoduline expose des régions 
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hydrophobes permettant ainsi la liaison des protéines cibles. Initialement, il a été 
suspecté que la calmoduline pouvait être impliquée dans la transduction du signal 
intracellulaire de la mélatonine car les changements dans l'activité de la calmoduline 
étaient comparables aux effets de l'hormone sur la structure du cytosquelette (Benitez-
King et al., 1990). D'autres expériences ont suggéré une interaction physiologique entre 
la CaM et la mélatonine (Benitez-King et al., 1991). De plus, des expériences de 
séparation électrophorétique après incubation de la CaM avec de la mélatonine tritiée 
(Mélatonine-H3) ont montré que la mélatonine migre avec la calmoduline seulement en 
présence de Ca2+. Ainsi ces expériences ont montré que la calmoduline possède une 
haute affinité pour la mélatonine mais cette interaction est dépendante de la présence de 
Ca2+ (Benitez-King et al., 1991). Enfin, plusieurs études ont montré que la mélatonine 
joue un rôle d'antagoniste de la liaison des ions calcium (Ca2+) à la calmoduline 
(Benitez-King et al., 1993a; Benitez-King et al., 1993b) et qu'elle est également capable 
d'inhiber de manière dose dépendante l'activation de l'enzyme Ca2+-CaM-dependant 
phosphodiestérase par la calmoduline. Les modèles animaux ont permis de montrer que 
l'expression altérée de la calmoduline peut amener au développement de pathologies 
telles qu'une hypertrophie cardiaque (surexpression de la calmoduline) (Obata et al., 
2005), maladie de Graves (hypertyroïdie) (Inaba et al., 1984). 
2.2.3 Régulation des récepteurs de la mélatonine 
2.2.3.1 Les acides aminés impliqués dans l'activation et la 
signalisation des récepteurs de la mélatonine 
La capacité de la mélatonine à lier, activer et moduler ses propres récepteurs dépend de 
l'interaction de la mélatonine avec des acides aminés ou des domaines spécifiques de ses 
récepteurs. L'analyse de liaison de la mélatonine à ses récepteurs et les changements 
résultants qui induisent leur activation ont été facilités par des modèles récents de 
récepteurs de la mélatonine qui sont basés sur les cristallographies de la rhodopsine 
(Navajas et al., 1996). A partir de ce modèle, Navajas et al. ont proposé un site 
hypothétique de liaison de la mélatonine, dans lequel un résidu valine et un résidu 
histidine sont responsables de la reconnaissance du groupe 5-methoxy de la mélatonine 
et un résidu sérine et alanine qui sont nécessaires à la liaison du groupe fonctionnel N-
acétyl (Navajas et al., 1996). Plusieurs études de mutagenèse sur des résidus des 
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récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT2, ont été réalisées et ont montré leur 
importance dans la liaison du ligand et dans la fonction de ces récepteurs. Des études de 
mutagenèse du récepteur MT1, on montré que la valine 208 (V208) conduit à une 
diminution de 2 à 5 fois de la liaison de la 2-C 25I]-iodomélatonine comparativement au 
récepteur natif (Conway et al., 1997). Cette mutation n'affecte cependant pas la 
fonctionnalité du récepteur dans les cellules transfectées HEK. Ce mutant n'affecterait 
que la liaison du ligand et suggèrent ainsi que la valine 208 participerait à la poche de 
liaison du récepteur. Les études de mutagenèse sur le résidu histidine 211 ont montré 
que ce résidu serait aussi impliqué dans la liaison du ligand puisque le changement de 
l'histidine en phenylalanine (H2l1F) ou en leucine (H211L) conduit à une diminution de 
la liaison du ligand de 6 à 7 fois comparativement au récepteur natif. De plus, l'analyse 
de H211F et H211L révèle que ces mutants ne sont pas capables d'inhiber la production 
d'AMPc (Conway et al., 1997). Ceci révèle que l'histidine 211 est impliquée dans la 
liaison du ligand mais également dans l'activation du récepteur. L'analyse des mutations 
SllOA et S114A dans le récepteur humain MT1 indique que ces mutations réduisent la 
liaison de la 2-C 25I]-iodomélatonine pour le récepteur de 8 à 9 fois. Ces mutations 
résultent aussi en une diminution de l'affinité du récepteur pour ses agonistes et ses 
agonistes partiels mais n'a cependant pas d'effet sur la liaison de l'antagoniste luzindole 
(Conway et al., 1997). Enfin, il a été montré que les résidus cystéine joueraient un rôle 
important en modulant la liaison de haute affinité des agonistes au récepteur MT2, les 
mutations C1l3 ou C 190 en alanine conduisent à une perte de la liaison de la 2_C 25I]_ 
iodomélatonine au récepteur MT2 (Mseeh et al., 2002). Le pont di sulfure serait 
important dans la conformation du site de liaison de la mélatonine dans le récepteur 
MT2. Une mutation de G266 en une thréonine génère un mutant MTl qui lie faiblement 
la 2-C 25I]-iodomélatonine comparativement au récepteur natif (Gubitz et al., 2000). Des 
études ont également montré l'importance du segment transmembranaire 6 (TM6) du 
récepteur MTl par la production de chimère (Gubitz et al., 2000) ainsi que le segment 
transmembranaire 4 (TM4) (Conway et al., 2000). 
2.2.3.2 Régulation négative des récepteurs à la mélatonine 
La régulation négative est un processus qui vise à diminuer le nombre de récepteurs à la 
membrane cellulaire après une exposition prolongée ou répétée à la mélatonine ou à un 
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autre agoniste. Ce mécanisme de diminution des récepteurs est différent de celui observé 
dans la désensibilisation des récepteurs par phosphorylation. Cette diminution passe par 
un mécanisme de dégradation qui est observé au niveau protéique et de l' ARNm. De 
plus, ces mécanismes sont agoniste-dépendant (KalI al et al., 1998). Les récepteurs sont 
tout d'abord internalisés dans des vésicules et sont ensuite pour la majorité recyclés à la 
membrane. Ils peuvent ainsi être à nouveau activés par la liaison de l'agoniste. 
Cependant une petite· minorité des récepteurs intemalisés sont envoyés vers les 
lysosomes pour y être dégradés (von Zastrow et al., 1992). 
2.2.3.3 Désensibilisation des récepteurs à la mélatonine 
Bien que la désensibilisation des récepteurs de la mélatonine ait été peu étudiée, il est 
fort probable que ce mécanisme soit similaire à celui utilisé par d'autres récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG) (Gerdin et al., 2004; Hazlerigg et al., 1993; Jones et 
al., 2000; MacKenzie et al., 2002). 
La désensibilisation est un mécanisme qui permet d'inactiver les récepteurs couplés aux 
protéines G par phosphorylation. La phosphorylation de ces récepteurs peut être 
effectuée par différentes kinases telles que les Sérine/thréonine kinase GRK (G-protein 
Receptor Kinases), la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase C (PKC) etc. (Rosey 
et al., 1995; Krupnick et al., 1998). Il existe deux mécanismes de désensibilisation: la 
désensibilisation homologue (c'est-à-dire par la mélatonine elle-même) et la 
désensibilisation hétérologue (c'est-à-dire par d'autres stimuli telle que la photopériode 
ou l'estradiol). 
2.2.3.3.1 Désensibilisation homologue 
Les intervenants de la désensibilisation homologue sont les kinases couplées aux 
protéines G (GRK) et la ~-arrestine. La désensibilisation homologue est dépendante de 
la liaison du ligand au récepteur et de son activation. La famille des GRK comprends six 
membres dont certains d'entre eux, semblent avoir une spécificité pour certains 
récepteurs. Les GRK vont phosphoryler les résidus sérine et thréonine des récepteurs 
couplés aux protéines G au niveau de la queue C-terminale. Les GRK sont des protéines 
cytoplasmiques qui sont transloquées à la membrane sous le contrôle de différents 
mécanismes (farnésylation, liaison aux phospholipides, palmitoylation etc.). Elles 
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peuvent être régulées par des protéines telles que la calmoduline (Pronin et al., 1997), la 
recoverine (Chen et al., 1995) et la PKC. Cependant les GRK ne sont pas suffisantes 
pour l'inactivation totale des RCPG où la désensibilisation homologue nécessite 
également la présence d'une autre protéine, la ~-arrestine. La ~-arrestine possède 
plusieurs domaines qui interviennent dans la reconnaissance des récepteurs activés et 
phosphorylés: domaines de reconnaissance des résidus phosphorylés (domaine P), 
reconnaissance de la forme activée du récepteur (domaine A). La liaison de ces deux 
domaines aux récepteurs activés induit un changement de conformation qui permet 
d'exposer un troisième domaine de la ~-arrestine, le domaine S (domaine de liaison au 
récepteur) augmentant ainsi l'affinité de liaison des ~-arrestines aux récepteurs. Les 
récepteurs ainsi liés à la ~-arrestine ne peuvent plus se coupler aux protéines G et induire 
leur voie de signalisation au niveau cellulaire. 
2.2.3.3.2 Désensibilisation hétérologue 
La désensibilisation hétérologue fait intervenir des protéines kinases qui sont activés par 
d'autres récepteurs présents à la membrane cellulaire. Ces kinases sont ainsi activées 
grâce aux seconds messagers produits après activation de ces autres récepteurs. Les 
kinases impliquées dans ce mécanisme sont la protéine kinase A (PKA) et la protéine 
kinase C (PKC). La phosphorylation des récepteurs par ces kinases conduit à une 
diminution du couplage des RCPG aux protéines G conduisant ainsi à une inactivation 
des récepteurs. 
2.2.3.3.3 Internalisation des récepteurs 
Les récepteurs soumis à la désensibilisation homologue et hétérologue sont ensuite 
intemalisés dans des vésicules de c1athrine et se retrouve ainsi dans des endosomes 
précoces. Ces endosomes seront retrouvés à la périphérie cellulaire où ils seront 
redirigés à la membrane en passant par le réticulum endoplasmique ou redirigés vers les 
compartiments tardifs de l'endocytose. Les endosomes tardifs fusionnent ensuite avec 
les lysosomes (Mullock et al., 1998). Les récepteurs sont ensuite dégradés par les 
enzymes présentent dans les lysosomes. 
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2.2.4 LA MÉLATONINE ET L'OS 
De nombreuses études ont montré le lien entre la mélatonine et le métabolisme osseux. 
La mélatonine et ses récepteurs semblent impliqués dans la prolifération, l'induction de 
la différenciation des ostéoblastes et dans la formation de l'os (Roth et al., 1999). Une 
des études qui appuie cette implication de la mélatonine montre que cette hormone 
stimule la synthèse de collagène de type l, protéine intervenant dans la fonnation de l'os 
et qui constitue la trame de la matrice osseuse, dans les lignées cellulaires d'ostéoblastes 
cultivées in vitro (Nakade et al., 1999). La différenciation des ostéoblastes est générée à 
partir de cellules ostéoprogénitrices qui se différencient en ostéoblastes après arrêt de 
leur prolifération. Les ostéoblastes sont des cellules osseuses chargées de la synthèse et 
de la minéralisation de la matrice osseuse. Leur rôle est également de contrôler la 
dégradation de la matrice osseuse grâce à la production de collagénase. La 
différenciation des ostéoblastes ainsi que le contrôle de leur prolifération et leur 
apoptose est contrôlé par des facteurs de transcription (CbafllRunx2) (Yamaguchi et al., 
2000), par des interactions cellulaires (Hay et al., 2000), par des hormones telles que 
l'hormone parathyroïdienne (PTH) (Strewler, 2001) ou des facteurs de croissance (TGF-
~, FGF). Différents marqueurs sont exprimés lors de la différenciation des cellules 
précurseurs en ostéoblastes tels que la phosphatase alcaline (Huang et al.), suivi plus 
tard dans la différenciation du collagène de type l, de l'ostéopontine et au niveau de 
l'ostéoblaste différencié: la sialoprotéine osseuse (BSP) et l'ostéocalcine (Oldberg et 
al., 1988; Radio et al., 2006). Des études réalisées sur le lien entre la mélatonine et la 
formation de l'os ont montré que les effets de cette honnone sur les cellules osseuses 
semblent passer par ses récepteurs membranaires, en particulier le récepteur MT2 (Roth 
et al., 1999). En effet,un traitement des ostéoblastes MC3T3 par le luzindole 
(antagoniste de la mélatonine) et la toxine pertussique (inactive les protéines Gi) 
diminue l'expression de BSP (salioprotéine osseuse) et ALP (phosphatase alcaline) 
induite par la mélatonine. De plus, le promoteur de la BSP contient un élément de 
réponse des récepteurs nucléaires de la mélatonine (RZR)(Schrader et al., 1996). La 
mélatonine pourrait ainsi jouer un rôle important dans la croissance osseuse. 
De plus, la voie de signalisation de la mélatonine induit par les récepteurs membranaires 
influence le taux d'AMPc intracellulaire et pourrait ainsi agir sur l'expression des 
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récepteurs nucléaires RZRJROR qui est régulée elle-même par le taux d'AMPc (Bàler et 
al., 1996). 
Deux études réalisées sur des souris C57BL/6j naturellement déficientes en mélatonine 
ont montré l'importance de la mélatonine sur l'os et particulièrement dans le 
développement de la scoliose. La souche de souris C57BL/6J possède une mutation au 
niveau du gène AANAT (enzyme nécessaire à la synthèse de mélatonine) encodant ainsi 
pour une protéine tronquée. La mutation altère l'épissage de l'ARN et conduit ainsi à 
une protéine tronquées puisqu'il contient un codon stop (Roseboom et al., 1998). Au 
niveau fonctionnel, une diminution de la densité minérale osseuse a été observée (Akhter 
et al., 2004; Raum et al., 2007). En effet, ces souris lorsqu'elles sont placées en mode 
bipède suite à l'amputation des membres supérieurs développent des scolioses et 
l'injection de mélatonine prévient ce développement (Machida et al., 2006; Oyama et 
al., 2006). Deux études comparant le métabolisme osseux chez les souris C57BL/6j, 
déficiente en mélatonine, et chez les souris C3H, présentant une surproduction de 
mélatonine, ont montré que la masse osseuse ainsi que la densité osseuse étaient 
diminuées chez ces premières comparativement à celles observées chez les souris C3H 
(Chen et al., 1999a; von Gall et al., 2000). 
2.3 LES ESTROGÈNES 
2.3.1 Généralités 
Les estrogènes sont des hormones stéroïdiennes synthétisées principalement dans les 
ovaires mais également dans les testicules, le tissu adipeux, l'hypothalamus et le 
cerveau. La distribution des estrogènes à travers le corps se fait à travers le sang dans 
lequel ces hormones sont liées à la globuline et à l'albumine. Les estrogènes pénètrent 
également dans les cellules dues à leur caractère lipophile et se lient à des récepteurs 
intracellulaires. Différents estrogènes sont produits, les trois principaux sont l'estradiol, 
l'estriol et l'estrone. Ce sont des dérivés du noyau estrane qui comporte un cycle 
aromatique. La synthèse des estrogènes se fait à partir de précurseurs, les androgènes 
qui, chez la femme, sont sécrétés par la glande surrénale et les ovaires. Les estrogènes 
sont des dérivés du cholestérol et de la prégnénolone qui sont transformés en 
androstènedione et testostérone. La principale enzyme impliquée dans la synthèse de 
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l'estradiol et de l'estrone à partir de ces précurseurs est l'aromatase. Cette enzyme est 
constituée d'une cytochrome P-450 et d'une cytochrome réductase utilisant le NADPH 
comme réducteur (Simpson et al., 2000). La synthèse d'estrogènes est variable au court 
du cycle menstruel et durant la vie. Elle est augmentée au moment de la puberté et est 
fortement diminuée à la ménopause. Les estrogènes ont des effets variés, ils 
interviennent dans le développement des caractères sexuels primaires et secondaires 
(utérus, trompes, vagin, glandes mammaires et seins). Lors de la puberté, les estrogènes 
accélèrent la croissance, ayant .ainsi un effet sur la croissance squelettique. 
2.3.2 Signalisation cellulaire 
2.3.2.1 Les récepteurs aux estrogènes 
2.3.2.1.1 Les récepteurs ERa et ERp 
Les estrogènes agissent via des récepteurs nucléaires, ERa et ER~ (Green et al., 
1986a)(Green et al., 1986b; Greene et al., 1986). Ce sont des récepteurs nucléaires à 
cinq domaines (AIB, C, D, E et F) appartenant à la superfamille des récepteurs 
nucléaires des hormones stéroïdiennes/thyroidïennes. Le domaine A, au niveau de la 
région N-ternlinale, représente le domaine d'interaction protéine-protéine et possède des 
fonctions de transactivation. En effet, il participe, par le recrutement de coactivateur 
transcriptionnel, à l'activation et à l'expression des gènes cibles des estrogènes. Ce 
domaine possède une fonction d'activation de la transcription ou AF-l en plus de sites 
de phosphorylations fonctionnels. Le domaine C possède deux sous domaines, l'un qui 
intervient dans la liaison à l'ADN au niveau du ERE (Estrogen Response Element) et 
l'autre dans la dimérisation des récepteurs (DBD). Le domaine DBD possède une 
structure en doigts de zinc importante pour la dimérisation des récepteurs ainsi que dans 
la liaison des récepteurs à une séquence spécifique de l'ADN. Ce domaine est 
relativement bien conservé entre ERa et ER~ (Enmark et al., 1997; Pace et al., 1997). 
Le domaine D contient la région charnière et la séquence NLS (signal de localisation au 
noyau) permettant la translocation du récepteur au noyau. Les domaines EIF, placés en 
région C-terminale, constitue le domaine de fixation du ligand (LBD) et le domaine 
d'activation fonctionnelle AF-2. En absence d'estrogènes, les corépresseurs 
transcriptionnels sont liés au LBD ce qui maintient le récepteur dans un état 
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transcriptionnel1ement inactif. Plusieurs isoformes d'ERa et ERP ont été mIS en 
évidence dans la littérature. 
La réponse des récepteurs aux estrogènes aux antiestrogènes synthétiques (Génistéine, 
DES, tamoxifêne, raloxifène, ICI 164,384) est différente selon le récepteur (tableau 1). 
Les différences dans la région N-terminale des deux récepteurs pourraient expliquer la . 
réponse différente des deux récepteurs à leurs différents ligands (en particulier leur 
différence au niveau du domaine AF-1). 
Tableau 1: Les agonistes et les antagonistes des récepteurs aux estrogènes 
Agoniste 
Benzestrol 
p-Zearalenol 
Dichlorodiphenyltrichloro-ethane (DDT) 
Diéthylstilbestrol (DES) 
Furan (Agoniste) 
Hexestrol 
Phytoestrogènes (Daidzéine, Génistéine) 
Propyl pyrazole triol (PPT) 
Tétrahydrochrysène (THC) 
Antagoniste 
cyc10fenil 
Furan (antagoniste) 
ICI 164,384 
ICI 182,780 
Raloxifène 
Tamoxifène 
4-hydroxytamoxifène (TOT) 
2.3.2.1.2 Les récepteurs orphelins (estrogen receptor-related 
receptors) 
D'autres récepteurs nucléaires possédant une forte homologie avec les récepteurs 
nucléaires des stéroïdes ont été découverts. Ces récepteurs, les « estrogen related 
receptors}) alpha, beta et gamma (ERRa, ERRP, ERRy), constituent un sous groupe de 
récepteurs orphelins. Ils ont en particulier une homologie au niveau des domaines DBD 
et LBD mais ils ne lient pas les estrogènes ou les composés estrogèniques. L'action des 
estrogènes passent par deux effets cellulaires: des effets génomiques (ERE) et des effets 
non génomiques (signalisation rapide). 
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2.3.3 Les effets génomiques 
2.3.3.1 Effets dépendants de la liaison à l'ADN 
Les estrogènes, suite à leur liaison aux récepteurs vont conduire à un changement de 
conformation de leurs récepteurs qui permettra la dimérisation de ceux -ci. Les 
récepteurs dimérisés se lient à 1'ADN au niveau du ERE (Estrogen Response Elements). 
Cette liaison est suivie d'un recrutement de coactivateurs et de facteurs de transcription 
conduisant ainsi à la formation d'un complexe de pré-initiation. Les récepteurs des 
estrogènes peuvent interagir avec les mêmes facteurs de transcription tels que fos et jun 
au niveau du site AP-1 pour permettre l'activation et l'expression de certains gènes 
(Paech et al., 1997). À cause de leur homologie d~ns leur domaine AF-2, il a été anticipé 
que les deux sous-types de récepteurs aux estrogènes auraient un comportement 
similaire dans le recrutement des co-activateurs. Cependant, certaines différences dans le 
recrutement de ces co activateurs ont été reportées et montrent ainsi que ERa et ERf) 
peùvent avoir des effets opposés en présence d' estrogènes (Paech et al., 1997). 
Tableau II : Les coactivateurs des récepteurs aux estrogènes. 
Facteurs 
SRC-1 (p160-1, N-CoA1) 
SRC-2 (TIF-2, GRIP-1, N-CoA2) 
SRC3 (ACTR, AIB, P/CIP, PRIP, RAC3, RAP250, 
TRAM 1 , TRBP) 
CBP/p300 
TRAPIDRIP 
SRA (steroid receptor RNA activator) 
Brgl/Brm 
Histone methyl transferase (CARMl) 
PRMT2 
lJbiquitine ligase (E6-AP) 
Ciz1 
Références 
(Wang et al., 2007) 
(Norris et al., 1998) 
(Labhart et al., 2005) 
(Zhou et al., 1998) 
(Zhang et al., 2005) 
(Coleman etai., 2004) 
(Acevedo et al., 2004) 
(Chen et al., 1999b) 
(Qi et al., 2002) 
(Li et al., 2006) 
(den Hollander et al., 2006) 
Tableau III : Les corépresseurs des récepteurs aux estrogènes. 
Facteurs 
MAP2 
TFII-J 
RIP-140 
SHP 
DAX-1 
NCoR 
SMRT 
LcoR 
SAP30 
Références 
(Cui et al., 2006) 
(Ogura et al., 2006) 
(Augereau et al., 2006) 
(Johansson et al., 1999) 
(Zhang et al., 2000) 
(Chien et al., 1999) 
(Nagy et al., 1997) 
(Fernandes et al., 2003) 
(Laherty et al., 1998) 
2.3.3.2 Effet des ER indépendante de la liaison du ligand 
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Plusieurs études ont semblé mettre en évidence que l'activation des récepteurs 
stéroïdiens ne nécessite pas forcément la liaison du ligand au récepteur. Le mécanisme 
par lequel les récepteurs peuvent être activés sans la liaison du ligand implique la 
phosphorylation des récepteurs (Weigel, 1996). Les récepteurs sont phosphorylés par 
plusieurs protéines kinases telles que la protéine kinase A (PKA) (Aronica et al., 1993) 
et la protéine kinase C (PKC) (Lahooti et al., 1998). La phosphorylation des récepteurs 
agit sur la fonction des récepteurs aux estrogènes aussi bien de manière positive que 
négative. Elle peut augmenter l'affinité de liaison du ligand au récepteur (Likhite et al., 
2006) ou diminuer la stabilité du récepteur (Cheng et al., 2000; Cheng et al., 2001; 
Murphy et al., 2006). La phosphorylation joue également un rôle important dans la 
liaison du récepteur ERu à l'ADN, en augmentant (Castano et al., 1997; Likhite et al., 
2006; Tzeng et al., 1996) ou diminuant son affinité de liaison pour l'ADN (Chen et al., 
1999c). Elle est également importante dans d'autres parties de leur activité 
transcriptionnelle telle que leur interaction avec leurs cofacteurs (Bunone et al., 1996; 
Likhite et al., 2006; Masuhiro et al., 2005) ou dans leur localisation subcellulaire (Lee et 
al., 2002). De plus, la dimérisation des récepteurs semble être sous l'influence de la 
phosphorylation d'une sérine (Ser-236) dans la région LBD (Chen et al., 1999c). Il est 
également possible que les récepteurs aux estrogènes modulent l'expression des gènes 
sans une liaison directe à l'ADN comme par exemple dans le cas de la liaison de ERa à 
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une sous unité de NFKB qui prévient son interaction avec le promoteur de l'interleukine 
6 (IL-6) (Galien et al., 1997). 
2.3.4 Effets non génomiques 
En plus d'intervenir dans la transcription de certains gènes par l'intermédiaire de 
l'activation de ses récepteurs nucléaires, les estrogènes sont également capable de 
moduler un certains nombre de messagers secondaires tels que le Ca2+ intracellulaire 
(Improta-Brears et al., 1999), la production d'AMPc (Aronica et al., 1994), la génération 
de phosphate inositol (Le Mellay et al., 1997), et l'activation de «mitogen-activated 
protein kinases» (MAPK), Erk1 et Erk2 (End oh et al., 1997; Watters et al., 1997). Il est 
particulièrement intéressant de noter que l'existence d'une signalisation rapide initiée 
par les estrogènes a été démontrée dans des lignées d'ostéoblastes (ROS 17/2.8). Cette 
étude a montré que l'exposition des ostéoblastes aux estrogènes conduisait à une 
activation rapide des MAPK (5 minutes) (Endoh et al., 1997). Des études utilisant des 
antagonistes des récepteurs des estrogènes (ICI 182,780 ; ICI 164,384) ont montré 
également que ERa et ER~ pourrait faciliter cette signalisation rapide et l'activation des 
Erk (Improta-Brears et al., 1999; Migliaccio et al., 1996). Cependant le mécanisme par 
lequel les estrogènes agissent est encore peu connu, mais dû à la rapidité de son action, 
ce mécanisme interviendrait surement au niveau de la membrane plasmique. Un gène 
codant pour un récepteur de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G, qui 
semble être impliqué dans la réponse rapide aux estrogènes, a été cloné. Son expression 
a été associée à l'expression des récepteurs aux estrogènes dans les cellules de cancer du 
sein (Carmeci et al., 1997). Cette étude a également montré que les cellules n'exprimant 
pas les récepteurs des estrogènes sont également capables d'activer les kinases Erk en 
présence de 17 -f3-estradiol, probablement via les sous-unités y et f3 des protéines G 
couplées au récepteur GPR30 (Carmeci et al., 1997). Le récepteur GPR30 est un 
récepteur présent au niveau de la membrane plasmique qui conduit, suite à la liaison 
spécifique des estrogènes, à une augmentation du taux d'AMPc intracellulaire (Fi1ardo 
et al., 2007). Il serait ainsi couplé à une protéine Gas (Thomas et al., 2005). Une étude 
a montré que les estrogènes réduisent les niveaux de protéines Gz, Gi1 et Gi3 dans 
1'hypotha1amus (Raap et al., 2000). De plus, le 17 -~-estradiol diminue l'expression des 
32 
protéines Gai, Gaq et Gas dans les ostéoblastes comparativement aux nIveaux 
d'expression observés dans les contrôles (Papaioannou et al., 1999). 
2.3.5 Estrogènes et l'os 
Les récepteurs des estrogènes sont présents au nIveau des cellules osseuses, en 
particulier dans les ostéoblastes et les chondrocytes mais leur présence dans les 
ostéoclastes matures demeure controversée. Le taux d'ARNm d'ERa est 10 fois plus 
important que celui d'ERp dans l'os trabéculaire cependant le niveau d'expression de 
ces deux récepteurs reste pourtant faible par rapport à celui observé dans les organes 
reproducteurs. En plus de la présence des récepteurs des estrogènes dans les cellules 
osseuses, de nombreuses études ont mis en évidence l'implication des estrogènes dans le 
métabolisme osseux. Une forte corrélation négative entre l' estradiol et les marqueurs du 
remodelage osseux (ALP, pro-collagène de type I, ostéocalcine) a été démontrée chez 
les filles durant la puberté (Blumsohn et al., 1994; Cadogan et al., 1998; Weaver et al., 
1997). De plus, la perte d'estrogènes conduit à la formation d'ostéoporose (Lindsay et 
al., 1976; Raisz, 1988) montrant ainsi que les estrogènes sont essentiels pour le 
maintient de la masse osseuse chez les femmes (Migliaccio et al., 1995). La présence 
des marqueurs du remodelage osseux est élevée durant l'enfance et augmente de façon 
plus importante encore pendant la puberté. Le rôle potentiel des estrogènes dans la SIA 
est également soutenu par l' ostéopénie observée chez les filles atteintes de scoliose 
idiopathique adolescente (Cheng et al., 1999) chez environ 30% des patients, dans la 
population chinoise. 
L'effet des estrogènes sur le remodelage osseux est de diminuer la fréquence 
d'activation et le nombre d'ostéoclastes et d'ostéoblastes. Cependant, l'effet des 
estrogènes sur les ostéoclastes est probablement indirect et serait le résultat d'une 
régulation de leur différenciation et de l'activité par des protéines produites par les 
ostéoblastes telles que RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor-KB Ligand) et 
CSF-l (colony stimulating factor 1) (Riggs et al., 2002) (Eastell, 2005) (figure 2). Enfin, 
l'E2 (17-~-estradiol) stimule aussi la synthèse et la sécrétion de l'ostéoprotegrine (OPG), 
une protéine qui a un rôle dans l'inhibition de la fonction des ostéoclastes. Sur les 
ostéoblastes, les estrogènes exerceraient un effet anabolique (Tobias et al., 1999). 
33 
Les estrogènes ont également une action sur la plaque de croissance en agissant sur 
l'apoptose des chondrocytes (Weise et al., 2001) et la présence des récepteurs des 
estrogènes, ERa et ER~, dans les ostéoblastes et dans les chondrocytes suggère une 
action directe des estrogènes sur la croissance et la formation de l'os (Kusec et al., 1998; 
Nilsson et al., 1999). L'inactivation génique des récepteurs aux estrogènes réalisés sur 
des souris semblent montrer que les effets sur le remodelage osseux sont médiés par 
ERa tout comme les effets sur la plaque de croissance mais les effets sur le perioste 
semblent être médié par ER~ (Riggs et al. , 2(02). 
D'autres études récentes en faveur de l' implication des estrogènes dans le remodelage 
osseux suggèrent que les estrogènes régulent la production de cytokines, 
particulièrement celles responsables du remodelage osseux : IL-1 (interleukin- 1), tumor 
necrosis factor (TNF-a) et IL-6 (interleukin-6) dont la synthèse est diminuée dans les 
ostéoblastes par la présence de I7-~-estradiol (Horowitz, 1993). 
Cellules précurseurs 
IL-6 
IL-l 
M-CSF 
) 
OPG 
(+) 
Ostéoblaste 
) 
Ostéoclaste 
~ stimwtion 
---+ imibition 
( +) EstTocènes: 8Ction positiIfe 
( -) EstTocènes: 8Ction néptive 
Figure 2: Action des estrogènes sur le remodelage osseux (adapté de 
Medscape.com). 
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2.4 Interaction Estrogènes / Mélatonine 
La mélatonine a été longtemps suspectée de jouer un rôle dans le contrôle de la 
reproduction saisonnière chez les animaux (Reiter, 1980). Ainsi plusieurs chercheurs se 
sont intéressés à l'interaction entre la mélatonine et les estrogènes donnant ainsi lieu à de 
nombreuses évidences que ces hormones peuvent interagir dans leur voie de 
signalisation cellulaire. Cette interaction a surtout été étudiée dans les cellules 
cancéreuses de sein puisque la mélatonine semble avoir un rôle oncostatique, en 
particulier dans ce type de cancer, où elle prévient le développement et la croissance de 
tumeurs chez le rongeur (Cos et al., 2000a; Cos et al., 2000b). Le traitement des cellules 
MCF-7 à la mélatonine diminue le taux d'ARNm codant pour les récepteurs des 
estrogènes (Molis et al., 1994). La mélatonine aurait ainsi des effets antiestrogéniques 
dans les cellules de cancer du sein (MCF-7) (Cos et al., 1998; Cos et al., 2000a). En 
effet, l'inhibition de la prolifération et de l'invasion des cellules MCF -7 induite par la 
présence d'estrogènes a été observée lorsque les cellules sont traitées à des 
concentrations physiologiques de mélatonine (Cos et al., 1998; Cos et al., 2000a). De 
plus, la mélatonine augmente la sensibilité de ces cellules aux antagonistes des 
estrogènes (Wilson et al., 1992). En outre, la mélatonine inhibe également l'expression 
de protéines régulées par les estrogènes (Mediavilla et al., 1997; Mohs et al., 1995). La 
sensibilité des cellules MCF -7 à la mélatonine et le mécanisme impliqué dans cette 
sensibilité semble être dépendante du ratio de ERalERp puisqu'elle est supprimée lors 
de la surexpression d'ERp (Del Rio et al., 2004). 
Les différentes àctions de la mélatonine sur les estrogènes et leur voie de signalisation 
semblent être médiées par le récepteur membranaire de la mélatonine MTl puisque la 
surexpression de ce récepteur dans les cellules MCF -7 augmente l'activité suppresseur 
de tumeurs de la mélatonine (Jones et al., 2000; Ram et al., 2002; Yuan et al., 2002). La 
mélatonine n'agit toutefois pas dans la liaison des estrogènes à leur récepteurs, ni par 
une liaison direct à ERa et ERp mais elle agit plutôt sur leur niveau d'expression et sur 
la liaison du complexe E2- ER à l'ADN au niveau du ERE (Rato et al., 1999). 
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La mélatonine et les estrogènes modulent certains messagers secondaires de façon 
opposée comme le taux d' AMPc intracellulaire. En effet, les estrogènes sont capables, 
par un mécanisme non-génomique, d'activer les adénylates cyclases et d'augmenter 
ainsi le taux d'AMPc intracellulaire (Aronica et al., 1994) contrairement à la mélatonine 
qui par l'intermédiaire du couplage de ces récepteurs aux protéines G inhibitrices 
conduit à une diminution du taux d'AMPc intracellulaire (Godson et al., 1997). Ainsi il 
a été démontré que la mélatonine diminuait les taux d'AMPc induit par la forskoline et 
les estrogènes dans les cellules MCF-7 en plus d'inhiber la transcription du gène ERa 
(Kiefer et al., 2002). 
La mélatonine interagit également avec la voie de signalisation des estrogènes au niveau 
d'une protéine, la calmoduline. La liaison du complexe estrogènes-récepteurs à l'ADN 
est facilitée par la liaison de la calmoduline à ce complexe (Bouhoute et al., 1995; 
Castoria et al., 1988). La liaison de la calmoduline aux récepteurs des estrogènes n'a été 
observé que dans le cas du récepteur ERu (Del Rio et al., 2004; Garcia Pedrero et al., 
2002). Le mécanisme par lequel la calmoduline facilite la liaison du complexe E2-ER 
fait intervenir la phosphorylation du récepteur (Bouhoute et al., 1995; Garcia Pedrero et 
al., 2002). Il est intéressant de souligner que la mélatonine interagit également avec la 
calmoduline (Benitez-King et al., 1993a) et inhibe l'activité de l'enzyme: 
«Ca2+/calmodulin dependant Kinase II)) (Benitez-King et al., 1996; Dai et al., 2002). 
De plus, l'interaction de la mélatonine avec la calmoduline semble être un point 
important de l'effet antiprolifératif de la mélatonine dans les cellules cancéreuses 
puisque l'expression d'un mutant de ERa, incapable de lier la calmoduline, aboutit à la 
suppression de cet effet sur les cellules MCF-7 (Del Rio et al., 2004). 
Les estrogènes peuvent également agir sur la voie de signalisation de la mélatonine, une 
étude a montré que le 17-p-estradiol affecte les récepteurs membranaires de la 
mélatonine MTl et MT2 en atténuant la réponse de la mélatonine à travers l'activation 
de MTl et en augmentant la densité des récepteurs MT2 (Masana et al., 2005). 
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2.5 Hypothèse 
L'étiologie de la scoliose idiopathique de l'adolescent (Matysiak-Scholze et al.), la 
fonnela plus commune de scoliose, n'est pas claire bien que la SIA soit une maladie 
affectant un nombre important de jeunes adolescents (0.2-6% de la population). Il est de 
plus en plus concevable qu'aux facteurs biomécaniques et biochimiques s'ajoutent de 
nouveaux concepts basés sur des dysfonctionnements des facteurs de signalisation 
honnonale impliquant le système neuroendocrinien. L'équipe du Dr Alain Moreau a mis 
en évidence un dysfonctionnement dans la signalisation cellulaire de la mélatonine dans 
les ostéoblastes chez les patients atteints de scoliose idiopathique (Moreau et al. 2004). 
Cependant ces concepts n'expliquent pas pourquoi la SIA se manifeste 
majoritairement à la puberté et qu'elle affecte en plus grand nombre et en sévérité 
les jeunes filles. La puberté est une période qui coïncide avec un ensemble de 
manifestations biologiques impliquant la sécrétion des estrogènes et elle est donc non 
seulement cruciale pour l'initiation de la scoliose mais aussi décisive dans la progression 
de la maladie. Cependant, plusieurs études ont montré que les estrogènes interviennent 
dans la voie de signalisation de la mélatonine en exerçant un antagonisme avec la 
mélatonine. Ainsi, ce projet a pour but de détenniner l'effet des estrogènes sur la 
signalisation de la mélatonine dans un contexte où l'incidence de la SIA survient à la 
puberté moment où la production d'estrogènes augmente .. Sachant que les estrogènes 
(dont les principaux sont l'estrone (El), estriol (E3) et le 17-~-estradiol (Eû) jouent un 
rôle actif dans le déclenchement de la puberté, nous avons émis l'hypothèse que les 
estrogènes participent au mécanisme pathogénique de la scoliose idiopathique en 
amplifiant les effets négatifs d'une signalisation aberrante de la mélatonine dans 
cette maladie. 
2.6 Objectifs 
L'objectif de ce projet a été de vérifier si les estrogènes interfèrent avec la signalisation 
cellulaire de la mélatonine et d'identifier par quels mécanismes l'estradiol exerce des 
effets sur la signalisation de la mélatonine chez les patients SIA. 
Les objectifs spécifiques ont donc été les suivants: 
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1- Analyse des effets des estrogènes sur l'activité adénylate cyc1ase en réponse à la 
mélatonine en présence ou en absence de l'estradiol (EÙ dans des cellules 
contrôles et des cellules de patients scoliotiques 
2- Analyse de l'effet des estrogènes sur le couplage des récepteurs à la mélatonine 
aux protéines G 
3- Analyse de l'effet des estrogènes sur la localisation cellulaire des récepteurs de la 
mélatonine et leur colocalisation avec les protéines Gai et Gas. 
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CHAPITRE 3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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3.1 Isolement des cellules 
Les ostéoblastes de patients SIA ont été isolés de spécimens osseux obtenus durant la 
chirurgie de la colonne vertébrale. Les fragments osseux proviennent des vertèbres de 40 
patients SIA (allant de T3 à L4) et des fragments osseux provenant de différents sites 
anatomiques (tibia, fémur, cheville, vertèbres) de 10 sujets témoins ont été également 
utilisés. Ces ostéoblastes ont été obtenus lors de chirurgies réalisées suite à un 
traumatisme chez des sujets d'âge et de sexe appariés. Les tissus ont été obtenus avec le 
consentement éclairés des patients et l'approbation par le Comité d'Éthique 
Institutionnel de 1 'Hôpital Sainte-Justine et de l 'Hôpital pour Enfants de Montréal, de 
l'Hôpital Shriners et l'université McGill, Montréal. Toutes les variables cliniques 
indiquées ont été obtenues au moment de la chirurgie. Les caractéristiques cliniques des 
sujets témoins et SIA examinés sont indiqués dans les tableaux IV, V et VI. Les 
variables cliniques indiquées dans ces tableaux sont l'âge à la chirurgie, l'angle de Cobb 
à la première visite, l'angle de Cobb pré-opératoire, le risser à la première visite, le risser 
pré-opératoire (risser au moment de la chirurgie) et l'âge à la ménarche. Le Risser est un 
indice de maturité osseuse. Il permet de déterminer le noyau d'ossification secondaire 
des crêtes iliaques. Il est différencié en 5 stades (0-5), le stade 5 correspondant à l'arrêt 
de la croissance. Nous avons sélectionnés des filles SIA avec un âge moyen au moment 
de la chirurgie de 14 ans et 8 mois et qui ne sont pas sous prescription d'anovulant. 
Les tissus moux présents sur les fragments osseux ont été éliminés après un traitement à 
la collagénase. Les fragments ont ensuite été coupés en plus petits fragments et ont été 
placés dans des pétris de 78,5 cm2 (Coming, Life Sciences, Lowell, Massachusetts) dans 
du milieu CX,-MEM (dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco BRL, Burlington, 
Ontario) contenant 10% SVF (sérum de veau fœtal, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et 
1 % Penicilline-Streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada), à 37°C et 5% 
de CO2. Une période de 30 jours a été nécessaire à l'émergence des ostéoblastes des 
fragments osseux. Les cellules ont été maintenues dans ces conditions jusqu'à 
confluence. Elles ont ensuite été passées en présence de trypsine (trypsine 0,25 %, 
Gibco, Burlington, Ontario) afin de les congeler. 
Tableau IV: Données cliniques des patients provenant du groupe 1 selon la classification de Moreau et al., 2004 (NID: non 
disponible). 
td1g 14,8 39 41-50 0(12,8) 3 (14,8) 13,08 
2 tdlg 14,3 57-53 67-55 0(14) 1 (14,3) NID 
3 tdlg 16,6 38-25 51-30 3 (14,75) 3-4 (16) 13,8 
4 td1g 12,8 44-38 53-55 2 (11,25) 3 (12,8) Il,17 
5 td1g 16,6 60-66 65-95 NID NID NID 
6 tdlg 15 29-27 29-37-35 1 (14,42) 3 (15) NID 
7 td1g 14,61 35-37 41-48 NID NID NID 
8 td1g 15,3 72-59 72-59 0 0(15,3) NID 
9 td1g 18 40-52 45-57 NID NID 16,9 
10 tlg 16,16 33 28 2 (13,8) 3 (16,2) 11,9 
Il tld 12,6 41 63 0(10,08) 1 (12,6) 12,5 
12 tld 14,6 33 38 NID NID NID 
13 td 14,8 66 58 2+(13,17) 3(14,17) 13 
14 td 14,75 29 32 - (13,75) 0(14,75) 16 
15 td 14,25 88 88 - (13,9) - (14,25) NID 
16 td 16,18 58 58 NID NID NID 
17 td 14,9 48 54 4 (14,5) 11,5 
18 td 14,81 61 67 NID NID NID 
19 tdg 13,25 58-49 58-49 NID NID 13,8 
20 15 1 21 56 NID NID NID 
tdlg = thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), dg = thoraco1ombaire gauche, tld = thoraco1ombaire droit, td = thoracique droite, tdg = thoracique 
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d'âge à la chirurgie est de 14,96 ± 1,3 et la moyenne d'âge à la ménarche est de 13,36 ± 1,97. .f;:.. 0 
TableauV: Données cliniques des patients provenant du groupe 2 selon la classification de Moreau. et al., 2004 (NID: non 
disponible). 
td 13,02 54-61 48 0(12) 0(13,02) 13,68 
2 td 16,44 32 49 2 (14,42) 4(16,44) 14,44 
3 td 13, Il 35 51 0 NID NID 
4 tdlg 15,52 42-20 55-42 NID NID 
5 td 13,78 39 61 0(9,5) NID NID 
6 tld 15,3 64-61 64-61 4 (14,92) 4 (15,3) Il,5 
7 td1g 13,41 28-31 60-48 NID NID NID 
8 td 14,04 40 50 NID NID NID 
9 tdlg 18,93 36-30 29-35 NID NID NID 
10 61-54 57-65 NID NID NID 
tdlg = thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), tlg = thoracolombaire gauche, tld = thoracolombaire droit, td = thoracique droite, tdg = thoracique 
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d'âge à la chirurgie est de 14,8 ± 1,83 et la moyenne d'âge à la ménarche est de 13,2 ± 1,53. 
Tableau VI : Données cliniques des patients provenant du groupe 3 selon la classification de Moreau et al., 2004 (NID: non 
disponible). 
td 17,78 79 84 (16,25) 5 (17,78) NID 
2 tdlg 15,61 21-24 57-50 0(12,42) 5 (15,61) 14,58 
3 tdlg 15,69 63-45-33 63-45-33 3 (14,83) 3 (15,69) 14,42 
4 td 13,73 54 54 2 (13,5) 3 (13,73) NID 
5 td 13,07 40 36 NID NID NID 
6 td 14,46 78 78 1 (14,25) 1 (14,46) NID 
7 tlg 12,01 67 67 0(11,83) 0(12,01) NID 
8 td 13,74 61 61 (13,42) 4 (13,74) 11,83 
9 td Il,07 70 100 0(10,42) 0(11,07) 10,58 
10 14 2 48-45 64-42 2 1475 
tdlg thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), tlg thoracolombaire gauche, tld = thoracolombaire droit, td thoracique droite, tdg thoracique 
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d'âge à la chirurgie est de 14,14 ± 1,92 et la moyenne d'âge à la ménarche est de 13,23 ± 1,9. 
TableauVII : Données cliniques des sujets contrôles (NID: non disponible). 
F 14,23 fracture malléole interne gauche. cheville 
2 F 18,74 luxation hanche gauche tibia 
3 F 15,5 séquelle pied bot tibia et péroné 
4 F 11,07 malunion tibia distal cheville 
5 F 15,07 ostéochondrite disséquante genou droit fémur distal 
6 F 15,71 polytrauma fémur 
7 M 16,65 polytraurna fémur 
8 M 14,1 ILMI fémur 
9 F 18,09 Hernie discale vertèbre 
10 F 16,45 vertèbre 
F = féminin, M masculin 
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3.2 Culture cellulaire 
Les tissus ont été incubés dans le milieu de culture a-MEM (Dulbecco's modified 
Eagle's medium, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et supplémenté avec 10% (v/v) de 
SVF (sérum de veau fœtal, Gibco BRL, Burlington, Ontario), 1% de Pénicilline (Gibco 
BRL, Burlington, Ontario) et 100 Ilg/ml de streptomycine (Gibco BRL, Burlington, 
Ontario) à 37°C dans une atmosphère de 5% C021 95% air et dans les boîtes de culture 
78,5 crri2 (Moreau et al., 2004). Les ostéoblastes ont toujours été utilisés pour les 
expériences à des passages maximum de P3 et P 4. 
3.3 Phosphatase alcaline 
Les cellules ont été ensemencées dans des labteks (lame à 8 chambres) à une densité de 
15 000 cellules/cm2. Les cellules ont été incubées dans le milieu de culture a-MEM 
(Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et 
supplémenté avec 10% (v/v) de SVF (sérum de veau fœtal, Gibco BRL, Burlington, 
Ontario, Canada), 1 % de Pénicilline et de streptomycine (Gibco BRL, Burlington, 
Ontario, Canada) à 37°C dans une atmosphère de 5% C021 95% air pendant 4 jours. Les 
cellules ont ensuite été fixées avec 3,7 % de formaldéhyde (Sigma-Aldrich, Oakville, 
Ontario) dans du PBS (0,137 M NaCl, 8 mM Na2HP04, 2,68 mM KCl, 1,5 mM 
KH2P04) pendant 5 minutes puis rincées 3 fois rapidement avec du PBS. Les cellules 
ont été incubées pendant 1h à température ambiante avec une solution de coloration (0,5 
mM de naphtol AS-MX phosphate (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), 1 mM de fast red 
TR (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), 62,5 III d'éthylène glycol monoéthyléther, 6 ml 
TBS (Tris 0,1 M, NaCl 0,15 M à pH 9.5) puis les cellules ont été rincées 3 fois avec du 
PBS. Des photographies ont ensuite été réalisées au microscope, la coloration rouge 
représentant ainsi la présence de la phosphatase alcaline. 
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3.4Extraction d'ARN 
Les cellules à confluence dans des pétris de 78,5 cm2, ont été privées de sérum avec du 
milieu a-MEM et 1 % Penicilline-Streptomycine pendant 24h. Elles ont ensuite été 
récoltées mécaniquement (grattage) en présence du Trizol (Invitrogen, Burlington, 
Ontario) (1 ml pour 107 cellules) et placées dans des tubes eppendorfs où 200 fll de 
chloroforme a été ajouté par ml de Trizol. Les tubes ont ensuite été agités 
vigoureusement pendant 45 secondes. Lès tubes ont été placés à température ambiante 
pendant 3 minutes. Ils ont ensuite été centrifugés à 4°C pendant 15 minutes. La phase 
aqueuse a été récupérée et l'ARN a été précipité avec 500 J.!l d'isopropanol/ml de Trizol. 
Les échantillons ont été placés 10 minutes à température ambiante et ont ensuite été 
centrifugé 10 minutes à 12 000 g à 4°C. Le culot a été lavé avec 500 J.!l d'éthanol froid, 
suivi d'une centrifugation de 5 minutes à 7500g à 4°C. L'ARN a été resuspendu dans de 
l'eau stérile. Le dosage de l'ARN a été réalisé à l'aide d'un spectrophotomètre UV-
visible (spectrophotomètre, UV-1601PC, Mandel, Guelph, Ontario) dans une solution de 
TE (Tris HCl 20 nM, EDTA 2 nM pH 7,5). L'intégrité de l'ARN a été vérifié par 
électrophorèse sur gel d'agarose 1,2 % (Gibco BRL, Burlington, Ontario) dans du 
tampon MOPS (Roche, Mississauga, Ontario). 
3.5 Analyse d'expression génique semi-quantitative de 
marqueurs de différenciation ostéoblastique par RT-
PCR 
Les RT-PCR ont été réalisés à partir d'ARN totaux d'ostéoblastes de patients SIA et de 
patients contrôles. Les réactions de RT -PCR ont été effectués à partir d'un mix 
comprenant 10 mM Tris pH 8,3,50 mM KCl, 1,2 mM dNTP, 6 mM de MgClz, 3 J.!M 
d'Hexamère, 3 mM de DTT. A ce mix a été ajouté 20 U RNAse Out (Invitrogen, 
Burlington, Ontario) et 60 U Reverse Transcriptase (Invitrogen, Burlington, Ontario) 
par échantillon. La réaction de RT-PCR a été réalisée à partir d'un J.!g d'ARN. Les 
échantillons ont été incubés 10 minutes à température ambiante, puis 15 minutes à 42°C, 
et enfin 5 minutes à 99°C. Les réactions de PCR ont été effectuées à partir de l'ADNc 
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obtenus de la réaction de RT. Pour chaque PCR, 2 III de RT ont été utilisés et placé dans 
un mix constitué de 6 mM de MgCh, 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI, Taq 2,5 U par 
échantillons (Invitrogen, Burlington, Ontario). A chaque échantillon, a été ajouté 260 
nM d'amorces sens et anti-sens (tableau VIII). Toutes les réactions PCR ont été soumis à 
un cycle de dénaturation de 1 minute à 95°C, suivi d'une hybridation à une température 
variable selon les amorces (tableau VIII) et d'une extension de l minute à 72 oC. 
Tableau VIII: Amorces et conditions des PCR 
Amorces Sens Taille du fragment Nbre decyle T"C hybridation 
Phosphatase alcaline: Sens S' ACACCTGGAAGAGCTTCAAACCGA 3' 401 30 60°C 
Phospbatase alcaline: Anti-sens 5' TCCACCAAATGTGAAGACGTGGGA 3' 
Collagène Type 1 : Sens 5' TGACCTCAAGATGTGCCACT 3' 197 35 52,8°C 
."'-Co"-"U""ag"",èn""e~T.uvp",-e-"-I:,-,-A""nt,,-,i-s,,,,ens=--___ 5,,-:-' A7C=C:.::A,-=G~AC.ATGCCTCTTGTCC 3' 
Ostépontine : Sens 5' CAGCCATGAATTTCACAGCC 3' 307 35 52,goC 
Ostéopontine: Anti-sens 5' GGGAGTTTCCATGAAGCCAC )' 
Ostéocalcine : Sens 5' ACACTCCTCGCCCTATTG 3' 249 30 55°C 
Ostéocalcine : Anti-sens 5' GATGTGGTCAGCCAACTC 3' 
GAPDH : Sens 5'- ACCACAGTCCATGCCATCA -3' 452 30 60°C 
GAPDH : Anti-sens 5' - TCCACCACCCTGTTGCTGT -3' 
3.6 Tests d'activité d' adenylate cyclase dans les ostéoblastes 
La fonctionnalité de la voie de signalisation de la mélatonine a été évaluée par la 
détermination de l'habilité des protéines Gi à inhiber l'activité des adénylates cyclases 
stimulées par la Forskoline dans les ostéoblastes. Les ostéoblastes de patients SlA et des 
sujets contrôles ont été ensemencés en quadruplicata dans les plaques de 24 puits (lxlüs 
cellules/puits). Les cellules ont été privées de sérum avec du milieu a-MEM (1 % 
penicilline - streptomycine) pendant 16 h et ont ensuite été incubées avec la Forskoline 
(10-sM, Sigma) pour stimuler la formation de l'AMPc. Les courbes d'inhibition de la 
production d'AMPc ont été générées en présence de forskoline par l'addition de la 
mélatonine dans les échantillons à des concentrations allant de lü-llM à lü-SM seul ou 
en présence de 17-~-estradiol (10-10 M, Sigma) dans un volume final de 1 ml de milieu 
a-MEM contenant 2,5% de SVF et 1 % de pénicilline/streptomycine. Après 30 minutes 
d'incubation à 37°C, les cellules ont été lysées et les lysats ont été portés à ébullition 
puis centrifugés à 13 000 rpm, à 4°C pendant 3 minutes. Le taux d'AIVIPc a été 
déterminé dans un aliquot de 200 !-LI de supemageant grâce à un kit de 
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radioinununologique (Amersham-Phannacia Biosciences, Mississauga, ON, Canada). 
Tous les tests ont été réalisés en duplicata. 
3.7 Préparation des extraits membranaires et solubilisation 
des protéines membranaires 
Les cellules ont été mises en culture jusqu'à confluence dans une boîte de culture de 
78,5 cm2, rincées 2 fois dans du PBS froid, et grattées dans 200 ).lI de tampon froid: 5 
mM Tris (pH 7.4), 2 mM EDTA, et un mélange de protéase (l ~g/ml pepstatine, l ~glml 
aprotinine, 1 ).lg/ml leupeptine, ImM PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride), 1 % 
métabisulfite de sodium). Les cellules ont été homogénéisées avec un polytron 
(PT1300D, KINEMATICA AG) pendant 5 secondes à 29 000 rpm. Les lysats ont été 
centrifugés à 450 g pendant 5 minutes à 4°C et le surnageant a été ajouté doucement sur 
le dessus d'une solution de 9 ml de sucrose 35 % dans des tubes d'ultracentrifugation 
(Beckman Instruments Inc. Palo Alto, CA, USA). Les fractions de membrane plasmique 
ont été sédimentées par ultracentrifugation à 150,000 g pendant 90 minutes à 4°C et le 
culot comprenant les membranes a été resuspendu dans 1 ml de tampon froid: Tris 50 
mM (pH 7.4), MgCh 5 mM, EDTA 2 mM, et un mélange d'inhibiteur (pepstatine 1 
).lg/m1, aprotinine 1 ).lglml, leupeptine 1 ).lg/ml, PMSF 1mM 
(phenylmethylsulfonylfluoride), 1 % métabisulfite de sodium), incubés avec ou sans 
mélatonine (10.9 M) et avec ou sans 17-p-estradiol (10.10 M) pendant 30 minutes à 4°C. 
Les membranes ont ensuite été centrifugées à 13,000 g pendant 20 min à 4°C. Les 
culots ont été lavés avec un tampon froid: Tris 75 mM (pH 7.4), MgCh 12 mM, EDTA 
2 mM et un mélange d'inhibiteurs de protéases et ensuite resuspendu dans le même 
tampon contenant 1% de Triton X-100 et mis sous agitation toute la nuit à 4°C. Les 
protéines membranaires non solubilisées ont été enlevées par centrifugation à 13,000 x g 
pendant 30 min à 4°C. 
3.8 Purification des phosphoprotéines 
Les ostéoblastes ont été mises en culture jusqu'à confluence dans une boîte de culture de 
78,5 cm2. Les cellules ont été soumis à l'action de la trypsine et ont été resuspendues 
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dans un tampon de lyse contenant du CHAPS (0,25 %) (Qiagen, Mississauga, Ontario) 
et des inhibiteurs de protéases (Qiagen, Mississauga, Ontario). Les cellules sont ensuites 
incubées pendant 30 minutes à 4°C et les échantillons ont été vortexés brièvement à 
toutes les 10 minutes à trois reprises. Après 30 minutes d'incubation, les cellules ont été 
centrifugées à 10000 g et à 4°C pendant 30 minutes. Les protéines ont été quantifiées 
puis les échantillons contenant 2,5 mg de protéines ont été déposés sur des colonnes de 
purification. Les colonnes ont ensuite été lavées avec du tampon de lyse comme décrit 
précédemment. 500 J.lI de solution d'élution ont été déposé dans les colol1l1es et les 
fractions d'élution ont été récupérées. Cette dernière étape a été répétée Il fois. Les 
concentrations en protéines de chaque fractions d'élution ont été déterminées. 
3.9 Dosage des protéines 
Le dosage des protéines a été réalisé par la méthode de Bradford (BioRad, Mississauga, 
ON, Canada). Une courbe étalon a été réalisée avec des concentrations croissantes de 
BSA (albumine sérique de boeuf). Les échantillons ont été incubés 15 minutes en 
présence de réactif de Bradford et la lecture de l'absorbance à 595 nm a été réalisée à 
l'aide d'un lecteur de plaque (AS YS Hitech EXPERT96 Biochrom, Autriche). 
3.10 Immunoprécipitation 
L'immunoprécipitation a été réalisée à partir de 100 J.lg de protéines membranaires. Les 
protéines membranaires ont été incubées avec les anticorps sprécifiques anti-MT2 ou 
MT1 dirigés contre les protéines humaines (chèvre polyclonal, Santa Cruz, CA, USA). 
Une dilution finale de 1 :80 a été utilisée ce qui correspond à 2,5 Ilg/ml. Les extraits ont 
été incubés toute la nuit à 4°C sous une agitation lente. Par la suite, 30 J.lI d'une solution 
de protéine A-agarose (50% (vol/vol» ont été ajoutés aux échantillons et ceux-ci ont été 
placés sous agitation lente pendant 6h à 4°C. Après une centrifugation d'une minute à 
5000 g, les surnageants ont été enlevés et les billes d'agarose ont été lavées 5 fois avec 1 
ml de tampon froid: Tris 75 mM (pH 7.4), MgClz 12 mM, EDTA 2 mM, (pepstatine 1 
J.lg/ml, aprotinine 1 J.lg/ml, leupeptine 1 J.lg/ml, PMSF 1mM 
(phenylmethylsulfonylfluoride), 1 % métabisulfite de sodium), et 0,05% de Triton X-
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lOO. Les billes ont été ensuite resuspendues dans un tampon contenant 70 mM de Tris-
HCl, 2% de SDS, 4 mM d'urée, 40 mM de Dithiothreitol (DTT) 10 % glycérol, et 0,05 
% de bleu de bromophénol pH 6,8. 
3.11 Immunodétection des protéines 
La détection des protéines Gai et Gas à partir des échantillons d'extraits membranaires 
immunoprécipités a ensuite été effectuée par immunobuvardage de type Western blot 
avec des anticorps anti-Gas (BD Biosciences, Mississauga, Ontario) et anti-Gai (Santa 
Cruz Biotechnology). Les échantillons issus de l'immunoprécipitation ont été bouillis 
pendant 5 minutes afin de dénaturer les protéines. Les protéines ont ensuite été séparées 
dans un gel de 1 ° % (w/v) de polyacrylamide SDS-PAGE et transférées ensuite sur une 
membrane de nitrocellulose (Hybond C extra, Amersham Biosciences). Les membranes 
ont été bloquées toute la nuit dans une solution de T -TBS (20 mM Tris, 0,15 M NaCl, 
pH 7,5, O,l % Tween-20) et de lait (5 %). Les membranes ont par la suite été rincées et 
incubées pendant 1 heure à température ambiante avec les anticorps anti-Gas (250 
I-lg/ml, BD Biosciences), anti-Gai (Santa-Cruz Biotechnology), anti-MT1 (0,2 I-lg/ml, 
chèvre polyc1onal, Santa Cruz, CA, USA), anti-MT2 (0,2 ).lg/ml, chèvre polyc1onal, 
Santa Cruz, CA, USA) et anti-a-tubuline (sigma-aldrich, Oakville, Ontario). Après 
incubation avec l'anticorps primaire, les membranes ont été soigneusement lavées et 
réincubées pendant 1 h à température ambiante avec un anticorps secondaire. 
L'anticorps anti-souris IgG conjugué à la péroxidase (dilution 1 dans 40000, chèvre 
anti-souris IgG Horseradish Peroxidase) et l'anticorps anti-lapin IgG conjugué à la 
peroxidase (dilution 1 dans 40 000, anti-Iapin IgG Horseradish Peroxidase) ont été 
utilisé respectivement pour la détection des protéines Gas et Gai. Après les lavages, la 
détection a été réalisée en utilisant le « Super Signal Western Blotting 
chemiluminescence system» (SuperSignal, Pierce). La densité des bandes obtenues lors 
des immunobuvardages de type Western a été quantifié à l'aide du logiciel Fluorchem 
8800 (Alpha Innotech Corporation). 
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3.12 Détection des récepteurs MTl, MT2 et des proteines 
Gai et Gas par intmunfluorescence 
Les ostéoblastes ont été cultivés en monocouche sur des lames de verre (Labtek) (Nagle 
Nunc International, Naperville, IL) et traités avec ou sans mélatonine 10-9 M (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), et en présence 17-~-estradiol 1O-10M, (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) à 37° C pour une périodè de 30 minutes dans du 
milieu de culture u-MEM (Dulbecco's modified Eagle's medium; Gibco BRL, 
Burlington, Ontario, Canada) supplémenté avec 2.5 % (v/v) SVF (Sérum de veau fœtal, 
Gibco). Les cellules ont été fixées dans une solution 50 % d'éthanol et 50% acétone 
pendant 10 minutes. Les cellules fixées ont été incubées avec l'anticorps anti-Gus (BD 
Biosciences purifié de souris, monoclonal, 250 ng/ml, dilution 1/1000), anti-Guj (Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, lapin polyclonal, 200 ng/ml, dilution 1/1000), anti 
MT1 and anti MT2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, chèvre polyclonal, 200 
ng /ml) toute la nuit à 4 oC. Les cellules ont été lavées et incubées avec l'anticorps 
secondaire (dilution 1/600) pendant 1 h à température ambiante. Les lames contenant les 
cellules ont été lavées, montées avec des lamelles et à l'aide du réactif ProLong ® Gold 
antifade avec DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR) et analysées en utilisant un 
microscope Leica DMR (Retiga Qimaging Camera). Un marquage positif a été révélé 
par les sondes Alexa fluor 488 pour le marquage vert (FITC) (anti-souris et anti-lapin), 
Alexa fluor 594 pour le marquage rouge (anti-chèvre) et le DAPI pour le marquage 
nucléaire bleu. 
3.13 Analyses statistiques 
Afin de determiner si les differences observées dans les tests d'AMPc et les 
immunoprécipitations suivies d'immunobuvardages de type Western (stimulation avec 
ou sans mélatonine et avec ou sans estradiot) sont significatives, nous ,avons réalisés des 
analyses statistiques avec un test paramétrique (test t de student) en utilisant le logiciel 
STATISTICA. Les différences ont été considérées significatives lorsque le p :S 0,05. 
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CHAPITRE 4. RÉSULTATS 
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4.1 Expression des marqueurs de différenciation des 
ostéoblastes 
Les ostéoblastes dérivés des biopsies de patients ont été caractérisés phénotypiquement 
tout d'abord en vérifiant l'expression des marqueurs ostéoblastiques. En effet, le tissu 
osseux est constitué d'une matrice extracellulaire constituée de fibres de collagène de 
type 1 et de glycoprotéines telles que l'ostéopontine (OPN), la BSP (bone sialoprotein) et 
des protéoglycanes.Parmi ces marqueurs, l'ostéoblaste différencié exprime le collagène 
de type J,l' ostéopontine, la phosphatase alcaline, la BSP et l' ostéocalcine. Ces protéines 
sont exprimées tout au long de la différenciation de l'ostéoblaste. L'ostéocalcine est un 
marqueur d'ostéoblastes matures. Nous avons ainsi réalisés des tests colorimétriques et 
des analyses d'expression par RT-PCR afin de détecter les marqueurs de différenciation 
des ostéoblastes pour nous assurer que les cellules dérivées des fragments osseux 
obtenus durant la chirurgie des patients SIA tous sévèrement atteints et des sujets 
témoins opérés suite à un traumatisme sont bien des ostéoblastes. La figure 3 montre que 
les cellules de patients SIA et les cellules de sujets sains utilisés réagissent de façon 
positive au test colorimétrique de «fast red» permettant de détecter la phosphatase 
alcaline (figure 3A). Comme attendu, les cellules HEK, des cellules humaines 
embryionnaires de rein, utilisées comme contrôle négatif, n'ont pas été coloré en rouge 
montrant l'absence de phosphatase alcaline (Figure 3A). 
Des RT-PCR à partir d'ARNm extraits des ostéoblastes de patients SIA et des sujets 
contrôles ont été réalisées afin de détecter les marqueurs de différenciation des 
ostéoblastes tels que la phosphatase alcaline, le collagène de type-l,l' ostéopontine et 
l'ostéocalcine (figure 3B). Les transcrits (ARNm) des gènes codant pour ces quatres 
protéines ont été détectés chez les pàtients SJA ainsi que chez les contrôles utilisés. Ils 
n'ont cependant pas été détecté, comme attendu, dans les cellules HEK (contrôle 
négatif) à l'exception du transcrit du gène codant pour l'ost6opontine. Une réaction de 
RT -PCR a été réalisée avec chaque échantillon en utilisant les amorces permettant de 
détecter la GAPDH afin de s'assurer que la quantité d'ARNm utilisé pour réaliser les 
RT-PCR pour chaque échantillon était identique. 
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Figure 3: Expression de différents marqueurs ostéoblastiques dans les cellules 
dérivées de patients scoliotiques et de cel1ules humaines embryionnaire de rein 
(lignées HEK). 
Ces cellules ont été cultivées dans des pétris jusqu'à conlluence. Panneau A: la 
phosphatase alcaline (marqueur ostéoblastique) a été détectée par méthode 
colorimétrique à l'aide du colorant « fast red ». Le panneau A représente la coloration 
réalisée sur les cellules dérivées de fragments osseux provenant de patients contrôles, 
scoliotiques et de cellules HEK représentant le contrôle négatif. Le panneau B représente 
les RT-PCR réalisées à partir d'ARN extraits d'ostéoblastes provenant de patients 
contrôles, de patients SIA et cellules HEK. Cette figure montre l'expression de l'ARNm 
de divers marqueurs de différenciation ostéoblastique : la phosphatase alcaline, le COL-
I (collagène de type-l), l'OCN (ostéocalcine) et l'OPN (ostéopontine). Les amorces et 
les conditions de PCR sont données dans la section Matériel et Méthodes (VilI). 
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4.2 Détermination de l'effet du 17-~-estradiol sur le défaut 
de la voie de signalisation de la mélatonine dans les 
ostéoblastes de patients SIA 
4.2.1 Défaut de signalisation de la voie de signalisation de la 
mélatonine chez les patients atteints de SIA 
Des études précédentes réalisées dans le laboratoire du Dr Alain Moreau ont mis 
en évidence un défaut de signalisation de la mélatonine dans les ostéoblastes de patients 
SIA (Moreau et al, 2004). Les variations dans les réponses des ostéoblastes à la 
mélatonine ont permis de classifier les patients en trois groupes fonctionnels. Les mêmes 
tests ont été réalisés sur les ostéoblastes de patients SIA afin de déterminer les groupes 
auxquels ils appartiennent et ainsi que sur des sujets témoins (trauma). Les ostéoblastes 
ont été soumis à des concentrations croissantes demélatonine (10-11 M à 10-5 M) et le 
taux d'AMPc a été mesuré suite à la stimulation des adénylates cyclases par la 
forskoline (10-5 M) afin d'observer l'inhibition de cette activité par la mélatonine (figure 
4). Les ostéoblastes dérivés de sujets témoins (non-scoliotique) montrent une courbe 
d'inhibition de la production d' AMPc intracellulaire en présence de concentrations 
croissantes de mélatonine. Cependant, les ostéoblastes provenant de patients SIA ne 
montrent pas cette courbe d'inhibition. Ainsi trois groupes ont été observés, le premier 
groupe correspond aux ostéoblastes qui ont une augmentation de la production d'AMPc 
en présence de mélatonine comparé à la production d'AMPc induite par la forskoline. Le 
groupe 2 correspond aux ostéoblastes qui ne montrent aucune inhibition ou stimulation 
en réponse à la mélatonine. Et enfin le groupe 3 montre une courbe d'inhibition partielle 
suite à la stimulation avec des concentrations croissantes de mélatonine. Cependant, 
cette inhibition est plus faible que celle observée dans les ostéoblastes de sujets témoins. 
Les variations du niveau d'AMPc en présence de mélatonine est significative 
comparativement aux contrôles pour le groupe 1, ainsi que pour le groupe 2. Cette 
variation est significative pour les concentrations de mélatonine de 10-9 et 10-5 M pour 
les patients du groupe 3. Cette classification en trois groupes, selon les types de réponse 
à la mélatonine a été précédemment publiés (Moreau et al. 2004)(Azzedine et al. 2007). 
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Ces expériences confinnent à nouveau l'existence de ces trois groupes de patients quant 
à leur réponse suite à la stimulation avec des concentrations croissantes de mélatonine. 
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Figure 4: Effet de la mélatonine sur les taux d' AMPc dans les ostéoblastes de 
patients SIA et de contrôles humains. Les cellules provenant de fragments osseux de 
patients AIS et de patients opérés pour un traumatisme ont été cultivées dans des pétris 
jusqu'à confluence. Les cellules ont été stimulées à la forskoline (10-5 M) et à des 
concentrations croissantes en mélatonine (10- 11 à 10-9 M) pendant 30 minutes. Ce 
graphique représente le dosage de l'AMPc intracellulaire réalisé à partir d'un kit 
radioimmunologique (n=40). La courbe bleu représente les taux d'AMPc des patients du 
groupe 1 (n=20), la courbe rouge celles des patients du groupe 2 (n= 10), la courbe verte 
celle des patients du groupe 3 (n= 10) et enfin la courbe mauve celle des sujets témoins 
(n= 1 0). Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, * représente les statistiques 
effectuées sur les taux d'AMPc : patients SIA vs contrôles (test t-student ; p<0,OO2); # 
représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc : forskoline vs mélatonine (test 
t-student ; p<0,002). 
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4.2.2 Effet du 17-~-estradiol sur la réponse fonctionnelle de la 
mélatonine (reflétant le défaut de signalisation de la 
mélatonine) dans les ostéoblastes de patients SIA et 
contrôles 
4.2.2.1 Effet du 17-~-estradiol en présence de mélatonine sur les 
ostéoblastes contrôles 
Le dosage de l' AMPc intracellulaire a été réalisé sur des ostéoblastes témoins (patients 
trauma) afin de déterminer le rôle du 17-p-estradiol dans le taux d'AMPc intracellulaire 
en présence de mélatonine (figure 5). Suite à la stimulation préalable des ostéoblastes 
par la forskoline (10.5 M), ceux-ci produisent de l'AMPc et l'exposition des cellules à 
des concentrations croissantes de mélatonine génère une courbe d'inhibition de l'activité 
adénylate cyclase se traduisant par une inhibition de 60 % de la production d'AMPc à 
une concentration pharmacologique de mélatonine (10-5 M). Une courbe d'inhibition est 
également obse:vée lorsque les ostéoblastes sont traités avec la mélatonine à une 
concentration physiologique de 17-p-estradiol (10-10 M). En présence de concentration 
de mélatonine égales ou supérieures à 10-9 M, le 17-p-estradiol augmentent légèr~ment 
le taux d'AMPc intracellulaire comparativement à celui observé en présence de 
mélatonine seule. Cependant cette augmentation d'AMPc intracellulaire en présence 
d'E2 n'est pas significative. 
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Figure 5: Effet du 17-~-estradiol sur les taux d'AMPc dans les ostéoblastes dérivés 
de sujets témoins (non scoliotiques). 
Ce graphique représente le dosage de l'AMPc intracellulaire réalisé à partir d'un kit 
radioimmunologique (n= 1 0). La courbe rouge ( ____ ) correspondant aux taux d'AMPc 
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule et la courbe bleu ( -+- ) 
correspond aux taux d'AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-~-estradiol (E2) 
(l 0- 10 M). Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, * représente les statistiques 
effectuées sur les taux d'AMPc : mélatonine vs mélatonine + E2 (l7-~-estradiol) (test t-
student (p<0,002); # représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc: 
forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E2) (test t-student p<0,002). 
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4.2.2.1 Effet du 17-~-estradiol en présence de mélatonine sur les 
ostéoblastes des patients SIA du groupe 2 et 3 
Le dosage de l'AMPc intracellulaire a été réalisé sur des ostéoblastes de patients 
provenant du groupe 2 et 3 selon la classification de Moreau et al. (Moreau et al. 2004) 
afin de déterminer le rôle du 17 -~-estradiol dans le taux d'AMPc intracellulaire en 
présence de mélatonine chez les patients atteints de scoliose idiopathique (figure 6 et 7). 
Chez les ostéoblastes provenant du groupe 2, nous n'observons pas ou très peu 
d'inhibition de l'activité de l'adénylate cyclase en présence de mélatonine seule (figure 
6). L'inhibition n'est également pas observé lorsque les cellules sont stimulées avec des 
concentrations croissantes de mélatonine et une concentration physiologique de 17-~­
estradiol (10-10 M) excepté pour les ostéoblastes traités avec du 17 -~-estradiol et une 
concentration de 10-5 M de mélatonine. Nous n'observons pas de différence significative 
dans le taux d'AMPc intracellulaire entre les ostéoblastes traités avec de la mélatonine 
seule ou avec de la mélatonine et du 17 -~-estradiol. 
Chez les ostéoblastes provenant du groupe 3 selon la classification de Moreau et 
al. (Moreau et al. 2004)(Azzedine et al. 2007), nous observons une inhibition de la 
production de l' AMPc par les adénylates cyclases en présence de mélatonine seule 
(figure 7). Elle est cependant moins importante que celle observée chez les ostéoblastes 
contrôles mais est significative par rapport aux taux obtenus en présence de forskoline 
seule. L'inhibition obtenue est de 40 % ce qui est plus faible que l'inhibtion de 60 % 
démontré chez les ostéoblastes contrôles. Lorsque les cellules sont stimulées 
simultanément avec de la mélatonine et du 17 -~-estradiol, nous ne constatons pas de 
diminution du taux d'AMPc intracellulaire. Le taux d'AMPc varie entre 100 et 110 % 
lorsque les cellules sont stimulées à la mélatonine et au 17 -~-estradiol comparativement 
aux taux observés en présence de forskoline (100%). La différence remarquée entre les 
taux d'AMPc en présence de mélatonine seule et en présence de mélatonine et de 17 -~­
estradiol est significative pour les concentrations en mélatonine de 10-9 M et 10-7 M. 
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Figure 6: Effet du 17-~-estradiol sur les taux d'AMPc dans les ostéoblastes de 
patients SIA humains provenant de patients du groupe 2. 
Ce graphique représente le dosage de l'AMPc intracellulaire réalisé à partir d'un kit de 
radioimmunologique (n= 10). La courbe rouge ( ) correspondant aux taux d'AMPc 
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu ( -+- ) 
correspond aux taux d'AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-~-estradiol (E2) 
(l0- 10 M) et la courbe noire (-6--) correspond aux taux d'AMPc des sujets témoins en 
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, * 
représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc : mélatonine vs mélatonine + 
E2 (test t-student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc 
forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E2) (test t-student ; p<0002). 
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Figure 7: Effet du 17 -~-estradiol sur les taux d' AMPc dans les ostéoblastes de 
patients SIA humains provenant de patients du groupe 3. 
Ce graphique représente le dosage de l'AMPc intracellulaire réalisé à partir d'un kit 
radioimmunologique (n= 1 0). La courbe rouge ( ) correspondant aux taux d'AMPc 
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu ( +- ) 
correspond aux taux d'AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-~-estradiol (E2) 
(10- 10 M) et la courbe noire (~) correspond aux taux d'AMPc des sujets témoins en 
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, * 
représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc : mélatonine vs mélatonine + 
E2 (test t -student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux 
d'AMPc forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E2) (test t-student ; 
p<OOO2). 
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4.2.2.2 Effet du 17-~-estradiol en présence de mélatonine sur les 
ostéoblastes des patients SIA du groupe 1 
Les ostéoblastes de patients SIA provenant du groupe 1 selon la classification de Moreau 
et al. (Moreau et aL 2004)(Azzedine et aL 2007) ont été soumis à des concentrations 
croissantes de mélatonine (10- 11 M à 10-5 M) en présence et ou en absence de 17-~­
estradiol (figure 8). En présence de mélatonine seule, le taux d'AMPc intracellulaire est 
augmenté comparativement aux ostéoblastes contrôles et aux ostéoblastes des groupes 2 
et 3 (figure 4). L'augmentation du taux d'AMPc par rapport aux taux d'AMPc dosé en 
présence de forskoline seule est significative pour les concentrations en mélatonine de 
10-11 M et 10-9 M. 
En présence de 17-~-estradiol et de mélatonine, nous observons une courbe d'inhibition 
de la production d'AMPc. Cette inhibition par rapport aux taux obtenus en présence de 
forskoline seul (10-5 M) est significative pour toutes les concentrations de mélatonine. 
Lorsque les ostéoblastes sont stimulés simultanément avec du 17 -~-estradiol et de la 
mélatonine, le taux d'AMPc intracellulaire est diminué d'environ 40% comparativement 
à celui observé en présence de mélatonine seule (figure 8). Cette différence observée en 
présence de 17 -~-estradiol est significative pour les concentrations de mélatonine allant 
de 10-11 M à 10-5 M. Ainsi la courbe d'inhibition observée en présence de l7-~-estradiol 
se rapproche de celle obtenu chez les sujets témoins sans toutefois rejoindre les niveaux 
d'AMPc intracellulaire obtenus dans les ostéoblastes de ces derniers. 
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Figure 8: Effet du 17-(3-estradiol sur les taux d'AMPc dans les ostéoblastes de 
patients SIA humains provenant de patients groupe 1. 
Ce graphique représente le dosage de l'AMPc intracellulaire réalisé à partir d'un kit 
radioimmunologique (n= 1 0). La courbe rouge ( ) correspondant aux taux d'AMPc 
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu ( -+- ) 
correspond aux taux d'AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-~-estradiol (E2) 
(10- 10 M) et la courbe noire (-Â-) correspond aux taux d'AMPc des sujets témoins en 
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, * 
représente les statistiques effectuées sur les taux d'AMPc : mélatonine vs mélatonine + 
E2 (test t -student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux 
d'AMPc forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E2) (test t-student ; 
p<OO(2). 
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4.3 Mise en évidence des protéines Ga couplées aux 
récepteurs de la mélatonine chez les patients SIA du 
groupe 1 
4.3.1 Couplage des protéines Gai avec les récepteurs 
membranaires de la mélatonine, MTl et MT2 
Suite à la diminution des taux d' AMPc intracellulaire en présence de 17 -~-estradiol dans 
les ostéoblastes provenant de patients SIA du groupe 1 selon la classification de Moreau 
et al. (2004), nous nous sommes particulièrement intéressés à ce groupe fonctionnel. 
Nous avons voulu déterminer si le couplage des récepteurs de la mélatonine aux 
protéines G était modifié et pourrait expliquer les variations d'ANIPc observés. Dans ce 
but, des immunoprécipitations ont été réalisées avec des anticorps spécifique anti-MT1 
et les protéines G couplés aux récepteurs ont été révélées par immunobuvardages de type 
western. La littérature ayant bien établi le couplage préférentiel des récepteurs de la 
mélatonine aux protéines G inhibitrices nous avons tout d'abord observés le couplage 
avec la sous-unité alpha i. Ces immunoprécipitations ont permis de confirmer 
l'interaction entre les récepteurs de la mélatonine MT1 et les protéines Gai dans les 
ostéoblastes provenant des patients AIS du groupe 1 (figure 9). Cette interaction est 
également présente dans les ostéoblastes provenant de fragments osseux obtenus lors de 
la chirurgie pour traumatisme (sujets témoins). De même, l'interaction entre le récepteur 
de la mélatonine MT2 et les protéines Gai a été observée dans les ostéoblastes provenant 
de patients du groupe 1 (figure 10). L'interaction des récepteurs MT1 et MT2 avec les 
protéines Gai a été constaté pour chacune des stimulations (mélatonine seule, 10-9 M ; 
E2 seule, 10-10 M ; mélatonine, 10-9 M + E2, 10-10 M). Les anticorps anti-Gai utilisés 
reconnaissent les protéines Gail et Gai3. La quantification de l'intensité des bandes 
obtenues lors des immunobuvardages de type western réalisés à partir des 
immunoprécipitations avec les anticorps anti-MT1 et anti-MT2 a été effectuée (figure 
Il). Dans les immunoprécipitations réalisées en utilisant l'anticorps anti-MT1, nous 
n'avons pas observé de variation significative dans l'intensité des bandes lorsque les 
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ostéoblastes ont été stimulés avec une concentration physiologique de 17-p-estradiol 
(10-10 M) en présence ou en absence de concentration physiologique de mélatonine (10-9 
M) (figure lIA). Aucune variation n'a été également observée dans les 
immunoprécipitations réalisées avec l'anticorps anti-MT2 (figure lIB). Il est à noter que 
deux bandes distinctives ont été observées dans les immunobuvardages utilisant 
l'anticorps spécifique anti-Gaj : une bande à 45 kDa et une bande à 60 kDa. 
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Figure 9: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gai et du 
récepteur membranaire de la mélatonine MTl dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA et de sujets contrôles 
(trauma) ont été stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 M) 
en présence ou en absence de 17-p-estradiol (10- 10 M) pendant 16 heures. Les 
immunoprécipitations ont été réalisées avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 
spécifiques à partir des fractions membranaires provenant d'ostéoblastes de patients SIA 
et de sujets contrôles (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la 
mélatonine MT1 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le 
récepteur MT1 (contrôles d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type 
western réalisés ensuite, ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gai et anti-
MT1. La bande à 45 kDa correspond à la protéine Gai et la bande à 50 kDa correspond à 
la protéine MTl. 
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Figure 10: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gai et du 
récepteur membranaire de la mélatonine MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA et de patients opérés pour un 
traumatisme ont été stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 
M) en présence ou en absence de l7-p-estradiol (10- 10 M) pendant 16 heures. Les 
immunoprécipitations ont été réalisées avec des anticorps anti-MTl et anti-MT2 
spécifiques à partir des fractions membranaires provenant d'ostéoblastes de patients SIA 
et de sujets contrôles (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la 
mélatonine MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le 
récepteur MT2 (contrôles d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type 
western réalisés ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti- Gai et anti-
MT2. La bande à 45 kDa correspond à la protéine Gai et la bande à 50 kDa représente la 
protéine MT2. 
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Figure 11: Détermination du couplage des protéines Ga.i aux récepteurs 
membranaires de la mélatonine MTl et MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA ont été 
stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (MEL) (10-9 M) en 
présence ou en absence de 17 -p-estradiol (E2) (10-10 M) pendant 16 heures. Les cellules 
sans stimulation servent de contrôle (CTRL). Les immunoprécipitations ont été réalisées 
avec des anticorps anti-MTl et anti-MT2 spécifiques à partir des fractions membranaires 
provenant d'ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrôles à partir de 100 ).tg de 
protéines (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine 
MTl et MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détecté le 
récepteur MT2 (contrôles d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type 
Western réalisés ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Ga.j, anti-
MTl et anti-MT2. Ce graphique représente la quantification de la densité des bandes 
observées à 45 kDa correspondant à la protéine Ga.i rapportée à la densité des bandes à 
50 kDa correspondant aux récepteurs de la mélatonine (MT1/MT2). 
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4.3.2 Couplage des protéines Gas avec les récepteurs 
membranaires de la mélatonine, MT! et MT2 
Suite à l'absence de variations dans le couplage des récepteurs MT1 et MT2 avec les 
protéines G inhibitrices nous avons étudiés le couplage de ces récepteurs avec les 
protéines G stimulatrices. Des immunoprécipitations réalisées avec des anticorps 
spécifique anti-MT1 et anti-MT2 ont ainsi permis de mettre en évidence une interaction 
entre les récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT2, et les protéines Gas chez les patients 
AIS du groupe 1 (figure 12-14). Nous pouvons observés deux bandes sur les 
immunobuvardages de type western réalisés avec les anticorps spécifiques anti-Gas, une 
bande à 45 kDa et une autre à environ 60 kDa (figure 12 et 13). Nous pouvons 
également observés la présence de la bande à 60 kDa dans les immunoprécipitations 
1 
réalisées avec l'anticorps anti-MT2 (figure 13). De plus dans ces immunoprécipitations 
nous avons observés une diminution de l'intensité des bandes lorsque les ostéoblastes 
ont été stimulés avec une concentration physiologique de 17-~-estradiol (10-10 M) en 
présence ou en absence de concentration physiologique de mélatonine (10-9 M). Cette 
diminution n'est pas observée dans les immunoprécipitations réalisées avec l'anticorps 
anti-MT1 (figure 12). 
La densitométrie des bandes réalisée à partir des immunobuvardages effectués avec les 
anticorps anti-Gas confirment l'absence de différence dans l'interaction du récepteur 
MT1 et des protéines Gas (figure 14). Cependant lorsque les immunoprécipitations sont 
réalisées avec les anticorps anti-MT2, nous observons une diminution significative de 
40 % du couplage entre le récepteur MT2 et les protéines Gas en présence de 17-~­
estradiol. Une diminution de l'interaction entre ces deux protéines est également 
observée en présence de mélatonine seule mais cette différence n'est pas significative. 
Mélatonine + - + 
17-p-egradiol _ _ + + 
ChS --7 
(45kDa) 
MT1--7 
(SOkDa) 
+ + + 
--++--++ --++ 
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Figure 12: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gas et du 
récepteur membranaire de la mélatonine MTl dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été 
stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 M) en présence ou en 
absence de 17-p-estradiol (lO-IOM) pendant 16 heures. Les immunoprécipitations ont été 
réalisées avec des anticorps anti-MTl et anti-MT2 spécifiques à partir des fractions 
membranaires provenant d'ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrôles (n=5). 
Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine MTl et MT2 
immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le récepteur MT2 
(contrôles d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type Western réalisés 
ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gas et anti-MT1. La bande à 
45 kDa correspond à la protéine Gas et la bande à 50 kDa représente la protéine MT1. 
+ + + Mélatonine 
17+estradiol --++ --++--++ --++ --++ 
G:lS ----7 
(45kDa) 
MT2----7! •.. 
(50 kDa) ,:x" . 
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Figure 13: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gas et du 
récepteur membranaire de la mélatonine MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA ont été stimulées à des 
concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 M) en présence ou en absence de 17-
~-estradiol (10-10 M) pendant 16 heures. Les immunoprécipitations ont été réalisées avec 
des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 spécifiques à partir des fractions membranaires 
provenant d'ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrôles (n=5). Afin de nous 
assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine MT2 immunoprécipités a été 
similaire, nous avons également détecté le récepteur MT2 (contrôles 
d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type Western réalisés ensuite ont 
été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gas et anti-MT2. La bande à 45 kDa 
correspond à la protéine Gas et la bande à 50 kDa représente la protéine MT2. 
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Figure 14: Détermination du couplage des protéines Gas aux récepteurs 
membranaires de la mélatonine MT1 et MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA 
du groupe 1. Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA ont été 
stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (MEL) (10'9 M) en 
présence ou en absence de l7-~-estradiol (E2) (10,10 M) pendant 16 heures. Les cellules 
sans stimulation servent de contrôle (CTRL). Les immunoprécipitations ont été réalisées 
avec des anticorps anti-MTl et anti-MT2 spécifiques à partir des fractions membranaires 
provenant d'ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrôles à partir de 100 j..tg de 
protéines (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine 
MTl et MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détecté le 
récepteur MT2 (contrôles d'immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type 
western réalisés ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gas, anti-
MTl et anti-MT2. Ce graphique représente la quantification de la densité des bandes 
observées à 45 kDa correspondant à la protéine Gas rapportée à la densité des bandes à 
50 kDa correspondant aux récepteurs de la mélatonine (MTl/MT2). 
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4.3.3 Colocalisation des protéines Gas et Gai avec les récepteurs 
membranaires de la mélatonine MT! et MT2 
Des expériences d'immmunofluorescences ont été réalisées afin de déterminer si les 
récepteurs membranaires de la mélatonine et les protéines Gai et Gas colocalisent dans 
les ostéoblastes. Ces expériences ont été réalisées avec des cellules de patients du groupe 
1 (figure 15-18). Les expériences d'irnmunofluorescence montrent une co localisation 
des récepteurs MT1 avec les protéines Gai et Gas au niveau du cytoplasme et de la 
membrane plasmique dans les ostéoblastes de patients SIA du groupe 1 (figure 15 et 16). 
De même, les récepteurs MT2 colocalisent avec les protéines Gai et Gas dans les 
mêmes compartiments cellulaires. Cependant, le récepteur MT2 contrairement au 
récepteur MTl colocalise avec les protéines Gai et Gas au niveau de la membrane 
nucléaire en présence de l7-~-estradiol (figure 15,17 et 18). 
Nous avons également mis en évidence un marquage moins important lorsque les 
expériences d'immunofluorescence ont été réalisés avec des anticorps anti-MTl ce qui 
semblerait supposer que les récepteurs MTl sont moins présent que les récepteurs MT2 
dans les ostéoblastes humains. Cependant, aucune variation dans les taux des récepteurs 
de la mélatonine MT1 et MT2 en fonction des différentes stimulations (mélatonine 
seule, 17-p-estradiol seul ou mélatonine et 17-p-estradiol) n'a pu être observé au niveau 
des ostéoblastes des patients SIA. Les immunofluorescences ont également été réalisées 
sur des sujets témoins mais aucune différence notable n'a pu être observée (figure 19 -
22). 
Ainsi, les expériences d'immunofluorescence n'ont pu mettre en évidence une variation 
dans la localisation et la distribution de ces récepteurs dans les différentes conditions 
utilisées. Cependant, nous avons pu observer que le récepteur MT2 semble être plus 
présent au niveau péri-nucléaire que le récepteur MTl en présence de 17-I)-estradiol 
dans les ostéoblastes de patients du groupe 1. 
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Figure 15 : Détection du récepteur MT] et de la protéine Ga; dans les ostéoblastes 
humains de patients SIA du group(~ 1. 
Lc:-- cellules provenant ùe fragments os:--eux de paticnt s SJA du groupe 1 ont été cultivées 
sur des lames de verre (Iahtek) (15000 cellules/puits ) et stimulées ensuite à des 
cOl1ce ntrati(ln~ physiologiques de mélatolline ( 10>9 M) en présence ou en ahsence de 17-
~-estradiol (JO' IU M) pendant 30 millLltes. Les o:--téohlastcs Ollt été incuhés avec les 
anticorps srécifiqucs anti-MTI ct anri-Gel; . La détection des é1ntiwrps primaires à été 
réalisée à p<utir d'anticorps couplés au rITC (Fluore:--ceine Iso Thio Cyanatel ou à la 
rhodamine , Les noyaux ont été colorés ü raide d'ulle so lution de DA PI. La ligne A 
corrèspond aux ostéohlastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes trait és a\ec une 
concclltration phys iologique de mélatolline (10 <l \ ,1). la ligne Caux ostéohlastes traités 
avec une concentration physiologique de 17-r)-cstradiol 110 1\1 \1), la ligne Daux 
()~léohb~les lr~lit6 avcc une cuncentration physiologique de mélatonine (10-'> Ml et de 
17-[)-cstradiol (Hyl(1 M) , 
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Figure 16: Détection du récepteur MTI et de la protéine Gas dans les ostéoblastes 
humains de patienls SIA du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments os~eLlx de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées 
sur des lailles de verre ( Iabtek) (15000 cellules/puits) ct stimulées ensuite il des 
concentrations physiologiqucs de ll1élatonine (10-<1 M) en présence ou en ubsence de 17-
~·estradiol (10- 111 M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes on l été incubé..; a\cc les 
anticorps spécifiques anti·MT 1 et anti -Gas. La détection de .... anticorps primaire ù été 
réalisée il partir d'anticorps cou rlés au FITC (Fluoresceine [su Thio Cyanate) ou à la 
rhodamine. Les noyaux ont été colorés à l'aide d'une soluti on de DAPI. La ligne A 
correspond aux ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une 
concentrati on physiologique de ll1c:btunine ( 1 C(! M), la ligne Caux o.stéohlasles traités 
avec une concentration physiologique de 17-~-estrLldi()1 (10- 10 M). lu li gne Daux 
ostéoblastes traité .... avec une concentration physiologique de mélatonine (JO-Y M) et de 
17·~-eslradiol ( 10 10 M). 
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Figure 17 : Détection du récepteur MT2 et de la pl'otéine Gai dans les ostéoblastes 
humains de patients SIA du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées 
sur des lames de verre (Iabtek) (15000 cellules/puits) et stimulées ensuite à des 
concentrations physiologiques de Illélatonine ( IO- LJ M) en présence ou en ahsence de 17-
~-estradiol (10- 111 M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les 
anticorps spécifiques anti-MT2 et anti-Gaj. La détection des anticorps primaires à été 
réalisée à partir d'anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanatc) ou il la 
rhodamine, Les noyaux ont été colorés il l'aide d'une solution de DAPI. La ligne A 
correspond aux ostéoblastes non traités, la ligne Baux ostéohlastes traités avec une 
concentration physiologique de mélatonine (10 9 Ml. la ligne C aux ostéoblastes traités 
avec une concentration physiologique de 17-~-estradiol (10- 111 M), la ligne Daux 
ostéoblastes traités avec L1ne concentration physiologique de mélatonine (10-9 M) ct de 
17-~-cstradiol (10 111 M). 
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Figure 18 : Détection du récepteur MT2 et de la protéine Gas dans les ostéoblastes 
humains de patients SIA du groupe 1. 
Les cellules provenant de fragment s osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées 
sur des lames de velTe (Iabtek) (15000 cellules/puits) et stimulées ensuite à des 
concentrations physiologiques de mélatonine ( 10,9 M) en présence ou en absence de 17-
~-estradiol (10 I () M) pendant 30 minutes, Les ostéoblastes ont été incubés avec les 
anticorps spécifiques anti-MT2 et anti-Gas. La détection des anticorps primaires à été 
réalisée à partir d'anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou à la 
rhodamine, Les noyaux ont été colorés à raide d'une solution de DA PL La ligne A 
correspond aux ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéobl astes traités avec une 
concentration physiologique de mélatonine (10.9 Ml, la ligne C aux ostéoblastes traités 
avec une concentration physiologique de 17-~-estradiol ( 10,1 0 M), la ligne Daux 
ostéoblastes traités avec une concentration physiologique de mélatonine (10'9 M) et de 
17 - ~-estradiol (l0·1I ) M), 
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Figure 19: Détection du récepteur MTl et de la protéine Gai dans les ostéoblastes 
humains d'un sujet témoin. 
Les cellules provenant de fragments osscux de sujets témoins ont été cultivées sur des 
lamcs de verre (Iabtek) ( 15 OUO cellules/puits) ct stimulées ensuite à dcs concentralions 
physiologiyucs de mélatonine (lü- l ) M) en présence ou en absence de 17-~-estradiol ( lO-
10 \-1) pendant JO minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les anticorps spéci fiqucs 
anti-MT 1 et anti-Gai' La Jétection des anticorps primaires à été réalisée à partir 
d'anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou à la rhodaminc . Les 
noyaux ont été colorés à l'aide J'une solution de DAPI. La ligne A corresponJ aux 
ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une concentration 
physiologique de mélatonine (10 ') M), la ligne C aux ostéoblastes traités avec une 
conccntration physiologique de 17-~-estradiol (JO,t u M), la ligne D aux ostéoblastes 
traités avec une concentration physiologiyue de mélatonine (JO-l) M) et de 17-r)-estradiol 
(IO't OM ), 
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Figure 20 : Détection du récepteur MTl et de la protéine Gas dans les ostéoblastes 
humains d'un sujet témoin, 
Les cellules provenant de fragments osseux de sujets témoins ont été cultivées sur des 
lames de verre (labtek) (J 5000 cellules/puits) et stimulées ensuite à des concentrations 
physiologiques de mélatonine (10-9 M) en présence ou en absence de 17-~-estradiol (10' 
10 M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les anticorps spécifiques 
anti-MT J et anti-Gcxs. La détection des anticorps primaire à été réal isée à partir 
d'anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou à la rhodamine. Les 
noyaux ont été colorés à l'aide d'une solution de DAPI. La ligne A correspond aux 
ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une concentration 
physiologique de mélatonine (10-9 M), la ligne C aux ostéoblastes traités avec une 
concentration physiologique de 17-~-estradiol (JO- IO M), la ligne D aux ostéoblastes 
traités avec une concentration physiologique de mélatonine ( 10.9 M) et de 17-~-estradiol 
(JO- IO M). 
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Figure 21 : Détection du récepteur MT2 et de la protéine Gai dans les ostéoblastes 
humains d'un sujet témoin. 
L ~ ccllu l s p ro ven ~nt de rr~gments oss LI de sujets 1: ' mo ins ont ' té cult i ées sur es 
lam s de rr - (Iab l k) (15 000 c llules/pui ts ) et stimulé sen ui t à cles c n nlrations 
ph siolog iques de mélaLonine ( lü-y M ) en pr ' sellee ou n ab"ence de 17 - ~-estradi o l ( 1 cr 
III M) pendan t 30 minul s. L s st 'oblastes on t été incubés avec les anticorps spéci fiques 
anti -MT2 et anti-Ga,. La dé.tecti on des anticorps primaires à été réalis 'e ü partir 
d'ant ico rps oup lés au FfTe ( F l uore~ceine Iso Thio Cy:mate) ou ü la rhodami ne. Les 
noyaux ont ' té colar :s il l'ai de d' un , solution de DAPI. La ligne A correspond aux 
stéool a.'; !. s non trai lés. la ligne B aux ost ' oblas tes trai tés a ec une con ntralion 
physiolog: ique cIe mélatonine (IO-t) Ml, la ligne Caux ostéob la . , tes trait ' s avec une 
conCèntr~tion phy.siologique de 17-~-estradiol (10- 10 M), la li gne D aux o..,téoblastes 
traités avec une concentration physiologique de méJatonine ( 1 (r') M) el de 17 -~ -eslradi o l 
(10 III M). 
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4.4 Phosphorylation du récepteur de la mélatonine MT2 
Nous avons démontré l'existence du couplage des récepteurs de la mélatonine aux 
protéines Gas et en particulier nous avons observés une diminution du couplage du 
récepteur MT2 aux protéines Gas en présence de 17 -B-estradiol chez les patients du 
groupe 1. Ces résultats nous ont amené à nous questionner sur le mécanisme impliqué 
dans la spécificité du couplage des récepteurs de la mélatonine aux protéines G. La 
littérature supporte un rôle important de la phosphorylation dans le couplage spécifique 
des récepteurs couplés aux protéines G aux différentes protéines G, en particulier chez 
les récepteurs B-adrénergiques. Nous avons ainsi regardé la phosphorylation des 
récepteurs de la mélatonine dans différentes conditions (mélatonine seule, 17 -B-estradiol 
et· mélatonine + 17 -B-estradiol) afin de déterminer si la phosphorylation du récepteur 
MT2 pourrait expliquer les variations observées dans le couplage de ce récepteur avec 
les protéines G dans les différentes conditions de stimulation. Nous avons réalisés une 
purification des phosphoprotéines présentes dans les extraits membranaires 
d'ostéoblastes de patients SIA du groupe 1. 
Les cellules ont été mises en culture en présence de concentrations physiologiques de 
mélatonine (10-9 M) et de 17-B-estradiol (10- 10 M). Les extraits obtenus ont ensuite été 
passés dans des colonnes de purification de phosphoprotéine. Les immunobuvardages 
de type western utilisant l'anticorps spécifique anti-MT2 ont été réalisés par la suite avec 
les fractions éluées· (figure 23). Nous avons observés une seule bande à 64,2 kDa 
correspondant au récepteur MT2 phosphorylé. Cette bande est plus intense lorsque les 
cellules ont été stimulées avec une concentration physiologique de mélatonine et/ou avec 
une concentration physiologique de 17-B-estradiol. L'intensité plus importante de la 
bande correspondant au récepteur MT2 dans les ostéoblastes stimulés comparativement 
aux ostéoblastes non stimulés met en évidence une phosphorylation plus importante en 
présence de mélatonine et de 17-B-estradiol. Cependant aucune variation n'est observée 
dans la quantité du récepteur MT2 entre les cellules stimulées à la mélatonine ou au 17-
B-estradiol. 
Les immunobuvardages réalisés avec des anticorps spécifiques anti-phospho-tyrosine 
ont permis de montrer la présence de résidus tyrosine phosphorylés au niveau des 
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récepteurs MT2 de deux patients du groupe 1 testés. La phosphorylation au niveau de 
ces résidus tyrosine est plus importante lorsque les cellules ont été stimulées avec des 
concentrations physiologiques de mélatonine seule (10-9 M) ou de concentrations 
physiologiques de mélatonine (10-9 M) et de l7-~-estradiol (10-10 M) chez les patients 
testés (figure 24). 
MT2 ) 
(64,2 kDa) 
Tubuline ) 
(55 kDa) 
Figure 23 : Détection des récepteurs MT2 phosphorylés dans les ostéoblastes de 
patients SIA (groupe 1). 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées 
dans des pétris jusqu'à confluence dans du milieu a-MEM contenant 10% de SVF et 1 % 
de pénicilline-streptomycine. Les cellules ont été privées de sérum durant 16 heures et 
stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 M) en présence ou en 
absence de 17 -~-estradiol (E2) pendant 16 heures. Des extraits membranaires ont été 
réalisés et les phosphoprotéines ont été purifiées à partir qu'un kit de purification 
QIAGEN. Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés ensuite à partir des 
extraits purifiés de phosphoprotéines et ont été révélés avec des anticorps spécifiques 
anti-MT2 et anti-a-tubuline. La bande à 64,2 kDa correspond à la protéine MT2 
phosphorylée. 
Mélatonine 
17-~-estradiol 
MT2 ~ 
(64,2 kDa) 
#A1S1 
+ 
+ 
+ 
+ 
#A1S2 
+ 
+ 
+ 
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Figure 24: Détection des récepteurs MT2 phosphorylés au niveau de résidus 
tyrosine dans les ostéoblastes de patients SIA (groupe 1). 
Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées 
dans des pétris jusqu'à confluence dans du milieu a-MEM contenant 10% de SVF et 1% 
de pénicilline-streptomycine. Les cellules ont été privées de sérum durant 16 heures et 
stimulées à des concentrations physiologiques de mélatonine (10-9 M) en présence ou en 
absence de 17-~-estradiol (E2) pendant 16 heures. Des extraits membranaires ont été 
réalisés. Les phosphoprotéines ont été purifiées à partir qu'un kit de purification 
QIAGEN. Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés ensuite à partir des 
extraits totaux protéiques et ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-phospho-
tyrosine. La bande à 64,2 kDa correspond à la protéine MT2 phosphorylée au niveau de 
résidus phosphorylés. 
4.5 Etude des différents sites de phosphorylations des 
récepteurs de la mélatonine 
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Afin d'identifier les kinases qui pourraient être potentiellement impliquées dans la 
phosphorylation des récepteurs de la mélatonine, nous avons également étudié, à partir 
de la séquence des récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 obtenues dans NCBI, les 
différents sites de phosphorylations possibles (figure 25 et 26). Nous avons pu 
déterminer la présence de motifs de phosphorylation reconnus par certaines kinases dans 
les séquences protéiques des récepteurs de la mélatonine MTl et MT2. Ces kinases 
pourraient ainsi potentiellement phosphoryler ces récepteurs au niveau de résidus 
spécifiques (tableau IX et tableau X). Nous avons ainsi pu observer que les sites de 
phosphorylation du récepteur MT1 sont différents de ceux observés dans le récepteur 
MT2. Ainsi, plusieurs protéines kinase C semble pouvoir phosphoryler un résidu 
thréonine au niveau T252 du récepteur MTl alors que les protéines kinases C (PKC) 
semblent pouvoir phosphoryler un résidu sérine au niveau S336 dans le récepteur MT2. 
De plus, les kinases semblant être impliquées dans ces phosphorylations sont également 
différentes. Certaines kinases semblent être capables de phosphoryler les deux 
récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT2, telles que les kinases Lck, les protéines 
kinases C (PKCo, PKCÇ, PKCE, PKCIl) mais d'autres kinases phosphoryleraient 
uniquement l'un des deux récepteurs. En effet, seul le récepteur MT2 posséderait un site 
de reconnaisance de l'enzyme Erk 1. 
n est important de souligner également que plusieurs sites de phosphorylation sont 
présents au niveau de la queue C-terminal cytoplasmique des récepteurs MTl et MT2. 
En particulier, le site de phosphorylation du résidu tyrosine 308 au niveau du récepteur 
MT2, semble pouvoir être accessible par la kinase puisqu'il est présent au niveau du 
domaine intracellulaire de la queue C-terminal (tableau XI). 
1 MQGNGSALPN ASQPVLRGDG ARPSWLASAL ACVLIFTNV DILGNLLVIL SVYRNKKLRN 
61 AGNlFWSLA VADLWANP YPLVLMSlFN NGWNLGYLHC QVSGFLMGLS VIGSlFNITG 
1211AINRYCYIC HSLKYDKLYS SKNSLCYVLL IWLLTLAAVL PNLRAGTLQY DPRIYSCTFA 
t t t 
PKCO 1 PKCE Akt Akt 
181QSVSSAYTIA VWFHFLVPM IIVlFCYLRI WILVLQVRQR VKPDRKPKLK PQDFRNFVTM 
241FWFVLFAIC WAPLNFIGLA VASDPASMVP RIPEWLFVAS YYMAYFNSCL NAIItGLLNQ 
Src kinase 
301NFRKEYRRII VSLCTARVFF VDSSNDVADR VKWKPSPLMT NNNWKVDSV 
~ 
PKCÇ 
85 
Figure 25 : Séquence du récepteur de la mélatonine MTl (MELl-A) de l'Homo 
Sapiens et sites de phosphorylation possibles au niveau de résidus tyrosine, 
sérine/thréonine (obtenu de NeBI, # P48039, PRI lO-JUL-2007). 
86 
Tableau IX: Résidus reconnus par différentes kinases dans la séquence du 
récepteur MT! 
Groupe de kinases Nom des kinases Rf!sidus 
Tyrosine Kinase Kinase l...ck Y295 
kinaseAbl 1'295 
Insulin ~ptor kinase 1'282 
Ki nase Sc 1'295 
G"oupe de ki nase séri ne! t hréoni ne basophi 1 e A<Czeta 8132,8336 
A<Cdelta 8144 
A<Cepsilon 8144,8182 
A<Cmu 3>1 
A<Czeta 8132,8336 
KinaseAkt 8176 
A<A ~4 
A<Cal phal bet al gamma 3>1 
A<Cmu T155,T167,T188 
A<Cepsilon TB7 
A<A T167 
A<Czeta T239,1315 
KinaseAkt T167 
G"oupede kinase sérine/thréonineaddophile C8sei n ki nase 1 8144 
GS<3Kinase T178 
G"oupede Kinase sérine! thréonine proline-dépendante O:lk5kinase 8336 
O:lc2kinase 8336 
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MSENGSFANC CEAGGWAVRP GWSGAGSARP SRTPRPPWVA PALSAVLIVT TAVDVVGNLL 
t 
ERK-I 
61 VILSVLRNRK LRNAGNLFLV SLALADLWA FYPYPLILVA IFYDGWALGE EHCKASAFVM 
121 GLSVIGSVFN ITAlAINRYC YICHSMAYHR IYRRWHTPLH ICLIWLLTW ALLPNFFVGS 
t 
PKA 
181 LEYDPRIYSC TFIQTASTQY TAAVWIHFL LPlAVVSFCY LRIWVLVLQA RRKAKPESRL 
241 CLKPSDLRSF LTMFWFVIF AICWAPLNCI GLAVAINPQE MAPQIPEGLF VTSYLLAYFN 
t 
PKC 
301 SCLNAIVYGL LNQNFRREYK RILLALWNPR HCIQDASKGS HAEGLQSPAP PIIGVQHQAD 
t 
Lck Kinase 
361 AL 
Figure 26 : Séquence du récepteur de la mélatonine MT2 (MELI-B) de l'Homo 
Sapiens et sites de phosphorylation possibles au niveau de résidus tyrosine, 
sérine/thréonine (obtenu de NCBI, # P49286, PRI lO-JUL-2007). 
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Tableau X: Résidus reconnus par différentes kinases dans la séquence du 
récepteur MT2 
Groupe de kinases Nom des kinases 
Tyrosine Kinase Lckkinase 
G"oupede kinase sérinelthréonine basophile A<Czelta 
A<Cdelta 
A<Cmu 
A<Czeta 
Akt kinase 
A<Cmu 
A<Cdelta 
A<CZeta 
A<Cepsilon 
PKA 
G"oupede kinasesérinelthréonineaddophile Qlsein kinase 1 
GS<3 Kinase 
G"oupede Kinase sérinelt hréonine proline-dépendante p38MAA< 
Erk 1 kinase 
Qjc2 kinase 
Erk 1 kinase 
Tableau XI : Domaines protéique du récepteur MT2 
Chaîne d'acides aminés 
(de - à) 
1 - 42 
43 - 63 
64 - 76 
77-97 
98 - 115 
116 - 136 
137 - 155 
156 - 176 
177 - 200 
201 - 221 
222 - 253 
254 - 274 
275 - 287 
288 - 308 
309 - 362 
Domaine 
extracellulaire 
transmembranaire 1 
cytoplasmique 
transmembranaire 2 
extracellulaire 
transmembranaire 3 
cytoplasmique 
transmembranaire 4 
extracellulaire 
transmembranaire 5 
cytoplasmique 
transmembranaire 6 
extracellulaire 
transmembranaire 7 
cytoplasmique 
Résidus 
'1'308 
S145 
S197 
934, S123 
5238,5245,5249 
S189 
T252, l'51 
T252 
T252 
T252 
T157 
S340 
527, S31 (chondrocytes) 
S347 
S347 
T33,T157 
T33 
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5 CHAPITRE 5. DISCUSSION 
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Nous avons choisi de réaliser notre étude sur le rôle des estrogènes dans la SIA avec des 
ostéoblastes humains car la SIA est une maladie qui affecte particulièrement le tissu 
osseux, notamment la colonne vertébrale mais également d'autres os. De plus, les 
ostéoblastes sont également connus pour répondre à la mélatonine et aux estrogènes in 
vitro et in vivo (Cardinali et al., 2003) (Nakade et al., 1999) (Roth et al., 1999) (Balasch, 
2003). La caractérisation phénotypique des cellules dérivées des patients SIA avec 
lesquelles nous avons réalisés nos expériences ont confirmé qu'il s'agissait bien 
d'ostéoblastes. La détection de l'expression de l'ostéopontine dans les cellules HEK 
utilisées comme cellules témoins n'est pas surprenant et concorde avec la littérature. En 
effet, l' ostéopontine est une protéine présente dans le tissu osseux mais elle est 
également exprimée dans d'autres tissus tels que le rein (Rodan, 1995). Ceci nous a donc 
permis de développer une banque de cellules humaines unique au monde provenant de 
fragments osseux obtenus lors des chirurgies de la colonne vertébrale sur des patients 
atteints de SIA. 
5.1 Confirmation du défaut de signalisation de la mélatonine 
et clarification fonctionnelle des patients SIA 
Dans les ostéoblastes dérivés de patients scoliotiques, nous avons confirmé la présence 
d'un défaut dans la signalisation de la mélatonine en mesurant l'accumulation d'AMPc 
induite par la forskoline. Chez les patients SIA appartenant au groupe l, celle-ci est 
augmentée significativement par la mélatonine, maintenue chez les patients appartenant 
. au groupe 2 ou légèrement diminuée chez les patients du groupe 3 ce qui contraste avec 
l'inhihition de la production de l'AMPc observée dans les ostéoblastes contrôles 
provenant des sujets non scoliotiques (figure 4). A ce jour, tous les patients SIA analysés 
ont montré un défaut dans cette voie de signalisation. Il est à noter que la présence de 
trois groupes fonctionnels selon la classification proposée par Moreau et al. suggère 
l'existence d'au moins trois groupes distiricts qui sont affectés dans la SIA. Dans ce 
contexte, et en tenant compte de la prévalence de la SIA chez les filles, il nous a semblé 
important voir essentiel de déterminer la contribution des estrogènes dans la SIA 
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notamment au niveau de leur rôle possible comme facteur aggravant sur la signalisation 
de la mélatonine. 
5.2 Effet du 17-(3-estradiol sur la signalisation cellulaire de la 
mélatonine dans les ostéoblastes provenant de patients 
SIA 
L'addition de doses physiologiques de 17 -p-estradiol (10-10 M) lors des tests d'AMPc 
réalisés en présence de mélatonine a significativement aggravé voir complètement 
bloqué cette signalisation dans les ostéoblastes des patients SIA des groupes 2 et 3. En 
effet, chez les patients des groupes 2 et 3, nous avons observé une augmentation des taux 
d'AMPc par rapport aux taux observés en présence de mélatonine seule (figure 6 et 7). 
Cet effet pourrait être médié entre autre via une voie de signalisation rapide impliquant 
'le récepteur GPR30 couplé aux protéines G situé au niveau de la membrane plasmique 
(Canneci et al., 1997). La liaison du 17-p-estradiol à ce récepteur pennet l'activation de 
1 
la phospholipase C (PLC) à travers la protéine Gaq ce qui aboutira à une augmentation 
de l'AMPc intracellulaire par l'activation des adénylates cyclases. Ces taux élevés 
d'AMPc, amplifié par le 17-I3-estradiol, conduit à l'activation de la protéine kinase A 
1 
(PKA) qui va phosphoryler la protéine CREB (cAMP response element-binding) 
àboutissant ainsi à l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la différenciation 
osseuse, la croissance cellulaire et le remodelage osseux (figure 27). De plus, 
l'augmentation de l'AMPc intracellulaire en présence d' estradiol pourraient avoir un 
effet néfaste dans ce sous groupe de patients car les taux élevés d' AMPc sont connus 
pour supprimer la fonction ostéoblastique à travers la dégradation protéolytique de 
Cbfal, un facteur de transcription clé dans la fonnation de l'os (Plant et al., 2002) 
(Tintut et al., 1999), ce qui pourrait expliquer l' ostéopénie observé chez certains patients 
SIA. L'étude de la dégradation de Cbfal chez les patients scoliotiques du groupe 2 et 3 
seraient ainsi intéressante. Cependant, l'étude de Cbfal in vitro (hors du contexte 
physiologique) est difficile car c'est un facteur régulé par beaucoup de facteurs de 
transcription. Des études ont montré que chez les adolescentes scoliotiques, la densité 
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minérale osseuse au nIveau lombaire est significativement plus faible que dans la 
population contrôle (Cheng et al., 1999). Cependant, la relation entre les niveaux 
. Circulants d'estrogènes et la présence d'ostéopénie n'a pas encore été clarifiée dans la 
pathogenèse de la SIA. 
Ce résultat est important puisqu'il peut expliquer la plus grande incidence de cette 
maladie chez les jeunes filles au moment de la puberté en termes de nombre et de 
sévérité. Toutefois, l'effet de l'estradiol sur la signalisation de la mélatonine et la 
synthèse d'AMPc a montré des effets opposés chez les patients constituant le groupe 1. 
En effet, nous avons observé une inhibition de la synthèse d'AMPc sous l'influence du 
17-p-estradiol comparativement aux mêmes cellules traitées qu'en présence de 
mélatonine (figure 8). La courbe d'inhibition observée en présence de 17-p-estradiol se 
rapproche de la courbe d'inhibition observée chez les sujets témoins suggérant ainsi une 
possible correction potentielle du défaut de signalisation chez les patients par le 17-p-
estradiol. Il est également intéressant de souligner qu'on retrouve davantage de garçon 
dans ce groupe fonctionnel (Moreau et al., 2004). Ceci pourrait s'expliquer par un effet 
potentiellement bénéfique du l7-p-estradiol sur ce groupe de patients. Il est possible que 
les taux circulants d'estradiol serait plus faible chez les patients du groupe 1 
comparativement à celui des groupes 2 et 3 ou les filles saines, cependant aucune étude 
n'existe à ce sujet. Il serait donc intéressant de doser le taux d'estradiol circulant chez 
les jeunes filles du groupe 1 ainsi que chez les patients du groupe 2, du groupe 3 ou les 
filles non scoliotiques du même âge. 
Il demeure incertain si des concentrations plus grandes ou l'utilisation d'agonistes 
pharmacologiques pourraient avoir un effet correcteur plus important au point de 
corriger complètement le défaut de signalisation de la mélatonine chez les patients SIA 
du groupe 1. 
Les mécanismes conduisant à cette diminution du taux d' AMPc pourraient être dû à une 
diminution du couplage des récepteurs de la mélatonine aux protéines Gas observés 
chez ce groupe de patients. Ces mécanismes seront discutés dans les paragraphes 
suivants. 
lumière 
• / 
obscurité 
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coJmoduliM 
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Figure 27 : Schéma de l'interaction de la voie rapide des estrogènes avec les voies 
de signalisation de la mélatonine. ---+ représente la voie rapide de signalisation des 
estrogènes via le récepteur couplé aux protéines G (Adapté de ambion.com). 
5.3 Couplage différentiel des récepteurs MTl et MT2 aux 
protéines Gai et Gas survient dans les ostéoblastes des 
patients SIA du groupe 1 
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Suite aux observations faites sur la réponse des ostéoblastes au 17 -p-estradiol, nous 
pensons que les mécanismes impliqués dans le développement de la SIA chez les 
patients du groupe 2 et 3 est différent de celui observés chez les patients du groupe 1. 
D'ailleurs, les résultats obtenus chez les patients du groupe 1 où nous avons observé un 
effet positif du 17-p-estradiol contrebalançant le défaut de signalisation de la 
mélatonine, nous a conduit à nous intéresser plus particulièrement à ce groupe de 
patients. Le groupe 1 n'est pas le groupe le plus représentatif de la scoliose idiopathique 
adolescente toutefois compte tenu du patron scpécifique de ce groupe quant aux résultats 
du dosage de l' AMPc intracellulaire, nous avons choisi de cibler notre étude sur ce 
groupe afin de· caractériser plus particulièrement leur réponse aux estrogènes. Nous 
avons examiné si les réponses anonnales observées chez les patients du groupe 
fonctionnel 1 et le rétablissement d'une inhibition de la production d'AMPc en présence 
de 17 -p-estradiol étaient causées par des changements moléculaires survenant au niveau 
du couplage des récepteurs de la mélatonine avec les protéines G. Nous avons observé 
un couplage des récepteurs MT1 et MT2 avec les protéines Gai dans les ostéoblastes de 
sujets contrôles et des patients SIA, ce qui est en accord avec la littérature (Brydon et al., 
1999). Cette observation a été faite dans les ostéoblastes de patients SIA non traités ainsi 
que dans les ostéoblastes stimulés avec les concentrations physiologiques de mélatonine 
et/ou de 17-p-estradiol. Cependant, nous avons également observés un couplage des 
récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 avec les protéines Gas (figure 12 et 13). Le 
couplage des récepteurs MTl aux protéines Gas a été démontré dans la littérature dans 
les lignées cellulaires COS (cellules de rein de singe vert africain contenant une version 
du génome du virus SV 40), cependant il n'avait pas encore été observé avec le récepteur 
MT2 (Chan et al., 2002a). Ces résultats semblent fournir un mécanisme plausible 
expliquant le plus haut taux d'AMPc observés dans les ostéoblastes isolés de patients 
AIS du groupe 1 en présence de mélatonine seule. Les protéines Gas couplés aux 
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récepteurs de la mélatonine augmenterait le taux d'AMPc intracellulaire en activant les 
adénylates cyc1ases (Sunahara et al., 1996). 
Les immunobuvardages de type Western suite aux immunoprécipitations avec les 
anticorps anti-MT1 et anti-MT2 ont montré que les récepteurs de la mélatonine sont 
couplés aux protéines Gai et Gas. Nous avons détecté deux bandes correspondant aux 
protéines Gai et deux bandes correspondant aux protéines Gas dans ces 
immunobuvardages. Les bandes présentes à 45 kDa correspondent aux protéines Gai 
non phosphorylées et les bandes présentes à 60 kDa correspondent aux protéines Gai 
phosphorylées tel que démontré par Moreau et aL (Moreau et al., 2004). 
Nous avons également observé une diminution du couplage des récepteurs MT2 avec les 
protéines Gas en présence de 17-~-estradioL Il ne semble pas que cette diminution du 
couplage en présence de 17-~-estradiol soit due à une diminution de la quantité des 
protéines Gas présentes puisqu'elle n'est pas observée avec le récepteur MT1 sur les 
mêmes échantillons et dans les mêmes conditions. Cette diminution du couplage de 
récepteurs MT2 avec les protéines Gas en présence de 17 -~-estradiol entrainerait une 
correction du défaut de signalisation de la mélatonine chez les patients du groupe 1 en 
permettant aux protéines Gi de se coupler au récepteur MT2. 
Un autre mécanisme pourrait également expliquer cette diminution de l'interaction des 
protéines Gas avec les récepteurs MT2. En effet, Masana et al. ont montré que le 17-~­
estradiol augmente la densité des récepteurs MT2 et compte tenu que les protéines Gas 
sont dix fois moins abondantes que les protéines Gai ceci expliquerait la diminution 
apparente du recrutement des protéines Gas (Kaziro et al., 1991) (Masana et al., 2005). 
Cependant cela n'aurait pas ou peu d'impact sur le couplage des Gi au récepteur MT2 à 
cause de leur plus grand nombre permettant d'occuper presque tous les récepteurs MT2 
(figure 8). Toutefois, cette augmentation possible de la densité des récepteurs MT2 par 
le 17-~-estradiol n'a pu être confirmée par nos expériences d'immunofluorescence. Des 
essais d'affinité avec l'iodomélatonine marquée devraient être réalisés afin de vérifier 
cette possibilité. Il serait également important de déterminer l'affinité des récepteurs de 
la mélatonine pour les protéines Gai et Gas grâce à des colonnes d'affinité. 
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De plus, l'étude du couplage des récepteurs de la mélatonine au protéines G par des 
expériences d'immunfluorescence, nous a permi de reporté dans cette étude que 
l'exposition aux estrogènes et à la mélatonine n'agit pas de la même manière sur la 
localisation sub-cellulaire des protéines Gi dans les cellules AIS. Nous avons trouvé une 
colocalization cytoplasmique des protéines Gai avec les récepteurs MT2 dans les 
cellules exposées au 17-p-estradiol. Cependant, dans les cellules exposées à la 
mélatonine seule, cette colocalisation n'a pas été observée. Plusieurs études ont montré 
la présence des protéines Gi au niveau du noyau (Willard et al., 2000). La localisation 
cytoplasmique versus nucléaire des protéines Gi est importante pour la différenciation 
cellulaire et la prolifération et ainsi pour le métabolisme osseux et la fonctionnalité des 
cellules (Crouch, 1991; Crouch et al., 1997; Gobeil et al., 2006). 
5.4 Désensibilisation des récepteurs de la nlélatonine 
Des études montrent que le couplage préférentiel des récepteurs couplés aux protéines G 
à différentes protéines G serait sous le contrôle de modifications post-traductionnelles 
telles que la phosphorylation. En effet, la présence dix fois plus importante de protéines 
Gi que de protéines Gs (Kaziro et al., 1991) dans un grand nombre de type cellulaire et 
tissus montre que le couplage des récepteurs aux protéines Gs nécessite un mécanisme 
spécifique pour favoriser leur couplage aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). 
Des études réalisées sur les récepteurs p-adrénergiques ont montré un changement du 
couplage avec les protéines Gs, habituellement couplés à ces récepteurs, vers un 
couplage avec les protéines Gi (Baillie et al., 2003). La phosphorylation des récepteurs 
p-adrénergiques diminue significativement leur capacité à se coupler aux protéines Gs, 
ce qui augmente simultanément leur couplage aux protéines Gi (Zamah et al., 2002). La 
phosphorylation de ces récepteurs est médiée par la protéine kinase A (une sérine kinase 
activée par la voie rapide des estrogènes) et permet la désensibilisation hétérologue des 
récepteurs. Ainsi, le modèle retenu par Daaka et al. (Daaka et al., 1997) est que la 
phosphorylation des récepteurs p-adrénergique par la PKA les rendent moins apte à se 
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coupler aux protéines Gs mais plus apte à se coupler aux protéines Gi in vitro. De plus, 
ce mécanisme de « switch moléculaire» par lequel les protéines Gs sont remplacées par 
les protéines Gi a été observé dans différents types cellulaires (cellules épithéliales de 
rein de hamster, lés myocytes cardiaques de rat, cellules pancréatiques de souris et des 
cellules d'ovaire de hamster chinois) (Lefkowitz et al., 2002). Cependant, bien que 
plusieurs études aient montré le remplacement des protéines Gs par les protéines Gi dans 
le couplage avec les récepteurs ~-adrénergiques, aucune étude n'a mis en évidence le 
remplacement des protéines Gi par des protéines Gs et en particulier avec les récepteurs 
de la mélatonine. Nous sommes ainsi les premiers a montrer un tel changement dans le 
couplage des protéines G et les RCPG. Ainsi, il est possible que le couplage des 
récepteurs MT2 aux protéines Gs soient dû à une modification dans la phosphorylation 
des récepteurs MT2 (figure 28). 
Changement Gs vers Gj 
Récepteurs ~-adrénergique 
?7 
PKA 
Changement Gj vers Gs 
Récepteurs MT2 patients SlA 
du groupe 1 
?" 
Phosphatase 
~ 17·~·estradiol 
?7 
Kinase 
17-(3-estradiol 
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Figure 28 : Mécanisme impliqué dans le changement du couplage des récepteurs ~­
adrénergique avec les protéines G et mécanisme possible impliqué dans la diminution du 
couplage des récepteurs de la mélatonine MT2 avec les protéines Gas en présence de 
17-~-estradioJ. 
99 
La phosphorylation des récepteurs MT2 en présence de 17-!)-estradiol pourrait expliquer 
la diminution du couplage aux protéines GaS en stimulant l'activité d'une tyrosine 
kinase, d'autres kinases comme la PKA ou tout simplement en réduisant la synthèse de 
protéines GaS et en augmentant le nombre de récepteurs. L'analyse de la séquence du 
récepteur MT2 a montré qu'il possède, au niveau de la queue C-terminal, des motifs 
reconnus par deux serine kinase, Erk et p 38 MAPK, et une tyrosine kinase, Lck 
("leukocyte-specific protein tyrosine kinase"). La tyrosine kinase inclut dans ce motif est 
situé en position 308 de la séquence en acides aminés. Le tableau XI montre que le 
dernier domaine cytoplasmique du récepteur de la mélatonine MT2 se situe au niveau de 
la région allant de l'acide aminé 309 à l'acide aminé 362. Ainsi, il est possible que la 
tyrosine 308 soit accessible aux tyrosines kinase. Plusieurs études ont montré que les 
kinases Erk -1 et p38 MAPK peuvent être activées par les estrogènes (Seval et al., 2006) 
(Gentilini et al., 2007). Contrairement au récepteur MT2, nous n'observons pas de 
diminution dans le couplage des récepteurs MTl aux protéines GaS. Cette différence 
peut être expliquée par le fait que les récepteurs MTl et MT2 n'ont pas les mêmes sites 
de phosphorylations (figures 25 et 26, tableaux VIII et IX). En effet, bien que les 
récepteurs partagent une grande homologie de séquence, les récepteurs MTl et MT2 ne 
possèdent pas les mêmes motifs de reconnaissance des kinases. La queue C-terminale du 
récepteur MTl ne possède pas de motifs reconnus par les kinases Lck, Erk-l et p38 
MAPK. 
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En conclusion, nous avons pu répondre à notre premier objectif qui était de déterminer 
les effets des estrogènes sur l'activité adénylate cyclase en réponse à la mélatonine en 
présence ou en absence de l7-~-estradiol. Nous avons démontré l'existence de trois 
groupes de patients en nous appuyant sur le défaut de signalisation de la mélatonine et 
de deux groupes en nous appuyant sur la réponse des ostéoblastes au l7-~-estradiol. 
Nous avons ainsi montré chez les patients du groupe 2 et 3 une augmentation 
significative du taux d' AMPc en présence de 17 -J3-estradiol qui pourrait se répercuter 
par un défaut de signalisation de la mélatonine exacerbé (en terme de niveau d'AMPc). 
Dans le cas de ce groupe, nous établissons que le traitement des ostéoblastes par les 
estrogènes pourrait être dommageable. Ces patients ne devraient donc pas être exposés 
aux substances ayant des propriétés de stimulation des récepteurs aux estrogènes tels que 
les anovulants ou les diètes riches en phytoestrogènes de même que certains polluants 
biomimétique des estrogènes. Nous avons également montré que chez les patients du 
premier groupe, le défaut de signalisation de la mélatonine conduisant à une 
augmentation des taux d'AMPc peut être corrigé partiellement in vitro par l'addition du 
l7-~-estradiol (E2). Ces résultats ont également permis d'établir un bénéfice potentiel, 
chez ce groupe de patient, du traitement des ostéoblastes par un agoniste des récepteurs 
aux estrogènes tel que les phytoestrogènes. 
Les résultats obtenus chez les patients du groupe 1 nous ont conduits à nous intéresser au 
mécanisme impliqué dans la diminution du taux d'AMPc en présence de l7-p-estradiol. 
Ainsi nous avons pu montrer l'existence du couplage entre les récepteurs de la 
mélatonine et les protéines Gas. De plus, nous avons mis en évidence une diminution de 
l'interaction des protéines activatrices (Gas) couplées au récepteur MT2 de la 
mélatonine provoquée par l'exposition des cellules au 17-p-estradiol dans ce groupe de 
patients, semblant montrer que l'interaction entre la voie de signalisation de la 
mélatonine et le 17-~-estradiol passerait par le récepteur MT2. 
Dans les perspectives futures il serait important de déterminer si la phosphorylation des 
récepteurs MT2 est impliquée dans la diminution du couplage de ces récepteurs aux 
protéines Gas en présence de 17-p-estradiol. En effet, la littérature montre que la 
phosphorylation des récepteurs joue un rôle important dans la spécificité du couplage 
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des récepteurs couplés aux protéines G avec les différentes protéines G (Daaka et al., 
1997). Il serait donc intéressant d'étudier le profil de phosphorylation du récepteur MT2 
chez les patients du groupe 1 en présence de 17-~-estradiol et/ou de mélatonine et de le 
comparer à celui observé chez les patients du groupe 2 et 3 ainsi que chez les sujets 
contrôles. Les sites de phosphorylations et les kinases pouvant être impliquées (PKA, 
Erk-1, Lck) devront être étudiés. 
Des variations dans la désensibilisation des récepteurs de la mélatonine pouvant être 
également un mécanisme impliqué dans le défaut de signalisation observé aux niveaux 
des taux d'AMPc chez les patients SIA, il serait également important de déterminer s'il 
existe une variation dans la désensibilisation de la réponse à la mélatonine en présence 
de 17-~-estradiol dans les ostéoblastes de patients SIA et plus spécifiquement dans les 
deux sous-groupes montrant des réponses opposées en présence de 17 -~-estradiol 
(groupe 2 et 3). La désensibilisation augmentée des récepteurs pourrait expliquer 
l'absence d'inhibition de l'activité adénylate cyclase en présence de mélatonine mais 
également en présence de 17-~-estradiol. Ainsi, pour aborder l'effet potentiel des 
estrogènes dans la désensibilisation de la voie de signalisation de la mélatonine il serait 
intéressant d'exposer des cellules provenant des patients SIA et de sujets témoins à la 
mélatonine en présence de l'E2 (17-~-estradiol) et d'explorer la cascade classique 
adénylate cyclase, AMPc et PKA. Il faudrait explorer le phénomène de désensibilisation 
hétérologue et homologue car il est fort probable que les estrogènes exercent un effet de 
désensibilisation hétérologue qui serait additionnelle à la désensibilisation homologue 
des récepteurs à la mélatonine (MT1 et MT2) déjà connue dans la littérature. Le 
phénomène de trapslocation de la PKC à la membrane sera également étudier car cette 
enzyme est également impliquée dans la phosphorylation des récepteurs couplés aux 
protéines G. 
D'autre part, les phytoestrogènes, ayant des propriétés semblables aux hormones 
naturelles, pourraient influencer le développement de la scoliose comme nos expériences 
semblent l'envisager chez les patients du groupe 1 (Cos et al., 2003). En effet, le 17-~­
estradiol semble avoir un effet positif sur le rétablissement de la voie de signalisation de 
la mélatonine défaillante dans les ostéoblastes des patients SIA de ce groupe. Dans ce 
but, nous sommes en train de mettre en place une étude clinique qui évaluera le potentiel 
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des suppléments en phytoestogènes sur la maturation osseuse (radiologie), la densité 
minérale osseuse, l'état hormonal ( dosages plasmatiques), de la croissance pubertaire, la 
réponse aux estrogènes (test in vitro de l'activité de créatine kinase, et test de l'AMP 
cyclique) et l'évolution (progression) de la déformation rachidienne. 
Impact potentiels au niveau clinique et fondamental 
Une meilleure compréhension concernant le mécanisme par lequel les estrogènes 
contribuent à réguler la voie de signalisation de la mélatonine et leurs fonctions pendant 
le développement et la croissance cu rachis devrait fournir des informations essentielles 
sur les causes du développement et/ou de la progession de la SIA. L'élucidation de ces 
mécanismes permettra d'identifier et de valider de nouvelles cibles moléculaires 
impliquées dans la SIA. L'étude proposée permettra d'explorer plus directement le rôle 
des estrogènes dans le mécanisme pathogénique sous-jacent la formation des 
déformations scoliotiques dans la SIA. 
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bre et avec le plus de !.êvérité. Outre la défarmatian du rachis, cette 
maladie peut avaÎr des canséquences impartantes sur la santé de!. 
patients et affecter des fanctians d'équilibre, vestibulaire et prapria-
ceptive, altérer le tonus musculaire et susciter l'apparitian prématurée 
d'ostéoporase chez certaines patientes Q l'âge adulte. De nos jaurs, on 
admet valontiers que la scolia!.e idiapothique de l'adolescent (SIA) est 
une maladie d'origine multifactonelle, En effet, des facteurs d'ordre 
génétique, neurologique, endocrinien, biamécanique, métabalique et 
autres peuvent Înter\lenn tant dans le. déclenchement que dans l'ag-
gra\latlan de cette maladie. 
Fadeurs étiologiques de la scoliose idiopAthique 
Plusieurs perspectives divergentes ont été présentées dans l'espoir de 
définir plus claltement l'étiologie de la SIA et d'expliquer les différen-
tes perturbations associées à la déformation du rachis abservée chez 
le!. patients SIA Il, 2}. Dans cette synthèse nous prapasans un survo.l 
des différents facteurs cansldérés dans l'étiologie de la SIA et nous 
nous attarderans aux plus récents concepts moléculoires Impliquant 
un défaut de signalisation de la mélatonlne dons l'étiopathagénie de 
la SIA. 
Fadeurs génétiques 
Des observations de vrais jumeaux atteints de scoliases ant été rap-
portées à de nombreuses reprises et mantrent le déve.loppement de 
scoliase dans 73 % des cas pour les jumeaux identiques et 36 % des 
cos chez les jumeaux gémellaires [3, 4] canflrmant la contribution 
de facteurs génétlque~. Bien que la composante héréditalfe puisse 
être présente dans certaines familles, on note que 85 % des scalioses 
paramètres cliniques, biochimiques ou métaboliques 
(endophénatypes) devraient être pris en compte afin 
de tirer profit des plus récentes études génétiques et de 
mieux définir l'étiopathagenèse de la SIA. 
Éléments structurauy du rachis 
La scoliase est un des signes cliniques qu'on retrouve 
dans plusieurs maladies affectant le tis!.u conjonctif 
(syndrame de Marfan, hyperlaxité articulaire d'Ehlers-
Danlos, hamacystinurie et astéogenèse Imparfaite) 
[9]. Des oltérations du collagène seraient aussi reliées 
à des facteurs environnementaux natomment une 
insuffisance en cuivre déclenchant une scaliose, car le 
cuivre intervient dans 10 régulotion de la lysiloxydase, 
chaînon important du métabolisme du callagène [10] 
Dans ce contexte, il n'est donc pas surprenant que les 
principaux éléments des structures vertébrales, soit 
le callag~ne et les protéaglycanes, aient été analysés 
dans l'espoir d'élucider la cause de la SIA ll1, I?J. Ces 
différents changements de points de vue sont résumés 
au rC!blecw 1. En définitive, l'analyse des gènes codant 
pour ces différentes camposontes 0 permis d'exclure 
la moindre implication de ces gènes dans l'étiapatho-
genèse de la scoliase (13, 14]. Con!.équemment, les 
modifications observée!> dans la SIA serOlent plutôt des 
é\lénements secondaires associés à cette maladie: et 
iJs se limiteroient seulement à l'aggrava tian des défar-
matians. 
Idiopathiques canstltuent des cos sporadiques: elles surviennent dans facteurs neurologiques et musculaires 
des familles n'ayant aucun antécédent. Néanmoins, plusieurs études 
ont clairement mis en évidence que la SIA survient avec une fréquence 
plus élevée dans cecta~nes familles li J. Les travaux de Wynne-Qavies 
[5] et de DeGeorge l6J ont permis de démontrer une incidence fami-
liale suggérant un mode de tronsmissian domInante et ont d'aillel.lrs 
établi une prévalence dans la transmission de la scoliose \lariant de 17 
ô 42 % chez les filles et de 1 à 29 % chez les garçons 'ISSUS d'un parent 
atteint de SJA sans qu'il y Olt une différence significative selon que la 
mère ou le père SOit affecté d'une scoliose rs, 61. la prédominance 
de la SIA chez les filles a conduit plUSieurs groupes à examiner une 
possible transmission de 10 SIA via le chromasame X r 7] ; d'autres 
graupes fovorisent plutôt une transmission autosomale (8J. les plus 
récentes données génétiques obtenues dans différentes populotians 
ont mÎS en évidence un nombre croissant de loci de susceptibilité pour 
la SIA, contribuant ainSI à accroître la difficulté d'identifier un au 
plusie.urs gènes candidats responsables de cette maksdie (rClole.nt! ~j. 
Certes ce décompte peut s'expliquer par le nombre limité de familles 
camprenant plusieurs cas de SIA recrutées à ce jour mais aussi on peut 
l'attribuer à l'absence de méthodes permettant de mieux classifier les 
patÎents scoliotiques. En effet, les analyses génétiques repasent sur 
le phénatype prinCipal soit la courbure du rachis. Cependant, d'autres 
HIS n"!J, ~<lf 2.1, ~,,~~mbre 20/1/ 
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Plusieurs preuves expérimentales relèvent des anomo-
lies de fonctionnement des centres du contrôle postural 
situés dans le cerveou, qui priveraient la colonne verté-
brale d'inf ormotions nécessaires à sa cloissonce régu-
lière en hauteur [lS]. la mauvaise intégration de ces 
Infarmatians dans le système nerveux central (SNC) au 
encore dans le système nerveux périphérique paurrait 
expliquer la croissance asymétrique du rochi!. chez les 
enfants et adalescents atteints de SIA. En effet, 10 des-
truction de l'hypothalamus chez le rat por stéréotaxie 
électrique entroîne la formation d'une scoliose [16] 
Une étude réalisée sur 150 sujets scoliatiques a montré 
que 79 % d'entre eux présentaient des anomalies de 
fanctiannement de l'équilibre arthostatique portant 
autant sur 10 proprioception que sur les réflexes OCI.l-
lomateurs; en camparaison, seulement 5 % des sujets 
témains présentaient ces anomalies [I7]. le rôle de la 
musculature spinole dons la pothagenèse de la scoliose 
idIopathique a été également le sujet de. nombreuses 
études, en particulier dans la distribution des différents 
types de fibres. associés il la défofmotion [18]. MannÎon er al. ont côté ,oncave de la courbe scoliotique mOlS pas de dif-
montré chez 14 adolescentes scoliotlques qu'il y avait une proportion férence du côté convexe [l9]. 
significativement plus faible de fibres de type 1 dans les muscles du 
Système nerveux cenerol 
"'1uscularurespinole 
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Alt.!fotion de la composition de$ 
pfo~~iig!y~ones 
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colfogène 
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Facteurs biochimiques 
les facteurs biochimiques en Jeu dans 
i'ét}opnthogén1e de hl stoHose ont sur-
tout étê observés dans les plaquettes 
sanguines qui sont également des cel-
lules présentant un activité contrac-
tite [2~ -22J Une augmentation du cal-
cium et du pf'tosphore Intracellulaire 
dans le~ plaquettes de patients SIA, 
ainSI qu~une d'Iminution de ljocfrvité 
de plusieurs protéines il1traceHulaires 
te:ltes que les protéines tontHlctiles et 
ln myosine a.dénosin~ HiphosphatC!.se 
ont eté observées [2n]. l'augmentation 
des toux de calmoduline dans les pla-
quettes de patients SIA serait associée 
à la SIA et notamment à la progression 
de la caurbure de Id scoliose (21). Plus 
récemment, les travaulo: pravenant des 
équÎpes dtrigées pot les Ors tnouf cl Paris 
et Moreau ù Montréal ont ml!> en évi-
dence un défaut dons la d!fferenciatlon 
et dans la maturation des plaquettes 
sanguines des sujets atteints de SIA 
porticullèrement en étudiant les profils 
d1expresslon de différentes j~oformes 
des ATP.ses colciques PMCA et SERCA. 
tependant 1 les défauts observés dons les 
plaquettes représenteraient une indj~ 
cation des chongernents métaboliques 
SUrvenant dans d'autrés types cellulaires 
et dons tu tI~sus tels que les musdes et 
re!. ostéoblastes plutôt qu'un événement 
primaire à l'origine de 10 SIA [Le·"/2 1. 
Facteurs neuroendocrinÎens 
La pIste neuroendocrinienne fondée sur 
l'hypothèse qu'une carence ell meloto-
nine serait à la SOUrce de 10 5lA () suscité 
beaucoup d'I.'ltérêt et de controverses, 
tette hypothèsé découle du fOlt que 
l'ablotion de hl gtônde piné<llt: chu te 
poulet cu \e Hlt maintenu dons un mode 
bipède, produit une scoliose similaire en 
plUSieurs points il ln moladie humaine 
[:5). Plus récemment, des résultats 
iderHlques ont été i)btenus c""'ez des. 
3 
souns bipèdes et quadrupèdes de souche C57Bl/6 (souris dont la voie 
de synthèse de la rnélatooine est diminuée à la suite d'uoe mutation) 
[23J, En effet, la mélatonine (N-acétyl-S-méthoxytryptarnine) est une' 
neurohormone principalement synthétisée par la glande pinéale selon 
un rythme circadien; elle est secrétée dans la circulatton où elle agit 
sur des tissus cibles [24J, La mélatonine est synthétisée également 
par d'autres cellules flOtamment ~es lymphocytes et les plaquettes et 
régule plUSieurs activités physlalogiques notamment l'horloge biologi-
Facteurs 
g'néti~"C!:s 
SNTGl 
que (cycle circadien), 
le système nerveu ... et 
immunitaire de même 
que \e métabolisme 
osseux, L'injection de 
doses quotidiennes 
de mélatonlne exo-
gène chelles onimaux 
pinéolectamisés pré-
vient la formation 
d'une scohose tn]. 
la pertinence bjolo~ 
gique de la mélata-
nine dans la SIA est 
cependant controver-
sée puisque la plupart 
des études n'ont pu 
mettre en évidence 
une diminutian signi-
ficatIve du ~aux de 
mélatonÎne circulonte 
che:z: les potients SIA 
{n outre, 01 l'ablation 
de la glande pil1éale 
chez les animaux 
supérieurs comme 
Je singe, ni la des-
truction de la glande 
pînéole par des trai-
tements de fodlothé-
rapie çhez les enfants 
atteints d'un çancer 
rare de la glande 
pinéale ne taoduit au 
développement d'une 
sconose: ces foit 
vont à à J'encontre 
de l~hypothèse d'une 
carence en mélato-
nine comme facteur 
étiologique de la 5!A, 
Voilà pourquoÎ nous 
ovons été conduits Il 
véfÎfier si fa 514 pou-
'lait compter parmi ses facteurs de déclenchement un 
défaut de signalisation de la méJatanine dons ICI ceflule 
Signalisation de la mélatonine et SIA 
La méJatonÎne eXerce ses effets par le biaiS de récep~ 
teurs spécifiques de naute affinité, (es récepteurs de 10 
mélatantne sant coup{és à des petites protéines QPpe~ 
\ées protéInes G inhibitttces ou Gi (guanine nudeot;de-
bindlng protel'n) et leur activntion condu(t ù une inhi~ 
bÎtlon de.> adénylate.> cydases, enzymes responsables 
de hl synthè!.e d'AMPc. Par dallage moléculaIre, Îlols 
saus-types de técepteors nlélatoninergiqoes couplés 
aux protéines ti ont été Identifiés che? les vertébrés 
l2~]. les propriétés de liaison au ligand, oinsi que les 
mécanlsmes de signalisation de ces récepteurs s.ont 
remarquablement similaires. Chaque sous~type de 
récepteur est couplé à une inhibition de l'accumofo~ 
tion d'AM!>c, les gènes des récepteurs MTl et MT2 sont 
présents chez les mammifères et de nombreuses don~ 
nées démontrent que MTl est le récepteur qui régule 
les fonctions reproductives et drcadiennes. en réponse 
fi 10 mélntanÎne [2S}, le troiSIème récepteur, MelRlc 
(deux Îsaformes Ci H p) a ufilquetnent été détecté chez 
le poulet et ie Xénope. Un de,uxième type de ré(epteur 
de la mêlotonlOej appelé Mn, a d'abord été découvert 
glôce il seS proprIétés phtlfmotoh)glques mols il est fort 
distinct des Tt~cepteuts MT! et MT2 f261, Récemment, 
les récepteurs Mn de l'homme et de 10 souris ont été 
clonés; ils correspondent à une protéine codée por un 
gène homologue de la quinone réductase 2 (QR2). le 
rôle exnct de ce gène dans la transmission du signol de 
la melotonÎne reste ù déteftT'lÎner, cn dehors des récep~ 
teurs membranaires, les récepteurs nucléaires arphe~ 
lins RlRa et ~ ont été proposés comme mteragis.sant 
avec la mélatonine [27], NOliS avons été les premiers 
à démontrer un dysfonctionnement de la signalisotion 
intracellulaire de la mélatonme dans le.> tissus mùs'" 
culo-squelettiques d'une cohorte de patients atteints 
de SIA f281 que nous avans comporte & une séde de 
sujets témoins atteints ou non d'un autre type de 
scoliose cliniquement reconnu et décrit. les tests que 
nous avons effectués ont permis d'observer trois types 
de réponses en présénce de concentrations cro'lssantes 
de mélatonine suggérant ainsi la pùrticipatlon possible 
de gènes distincts dons ce défaut de signùlîsction chez 
certains patients SIA (fi~!)re 1~). De pl~st la faiblé 
capacité à inhibe. IJactÎvité des adénylotes cycloses 
stimulées par la forskoline a également été obseiVée 
avec un analogue non hydrolysable du ClTP,le Gpp(NH)p, 
permettant de penser qu'un tel dysfonctionnement de 
la Signalisation de la mélatanme dons 10 SIA pouuait 
être mduit paf une hypo-fonctionnolité sélectÎve des 
protéines Gi. fait d'oiHeufs accrédité po; une augmen-
tation de ln phos.phorylaHon des protéines (ij couplées 
oux récepteurs de ln mélotonine. En effet, 1es modifica'" 
tions post~troductl'onnelles des protéines Gi impliquant la phospho-
rylation de résidus sérine à teur exUémité amino-terminale sont bien 
connues pour bloquer la farmotion d'hétérotrimères fonctionnels ovec 
les sous~unjtés G~ et Gy. empêchant ainsi l'inhibItion de l'octivlté des 
Conc:en'trdtlon en méldtonine 
F;tf.lf~ .!, ,4, Éwlluatiou Ji'. l't:ff.t iùltihit4i.tr dl: la /Tl/'lata/lr!le' ;,t(r "açr;u/TlIl'(l'ltfon h.tltlt:I-'Uuj~iH~ 
d'AMA: dalH ll'!'s u.st';obf~H!t.i IlUntedM, Effet de do~e~ Croi5sont~s de mélutonine (lu Il ~ IU,sM) 
;;\Jr I~s mvenux rl'M~rr intrnrellù!niîP ;nduit pur la stimulation de Poctivlté ndènylate C}'c:c~e por 
la fOfsKolin (lU-lM) dons 1er. ostéoblostes dérivés de potients sco!iotiq\.le,~. le~ courbes d'inhibition 
ont perml~ de dosslf:er les patient!. SlA en troh groupes fonctionnels Le (;'oupe l ( -:.~) montre 
un~ ougmentation des niveau)! d'AMPc ou heu d'une diminution t;ornrne an l'abservêe dom le glaupe 
~O-tlti&\e. Don!. le glt'lupe 1: ( ..... JI on n'Obsef'fe pre!>que pos d'inhibItion, a\o,~ que les ce:Uules Cel, 
pot!l::nts du groupe 3 ( ":"'1-) mont~e."1t une réponse partielle, B. Otfnut de Jig-nalisatiDn de ta mét?J'" 
t\!t)hllt ch", tttl parient.- $/4. La mélatOi'l)ne peut $e lier Q ~es réce$lteur~ membro.n!l\le$ Mn ou MT, 
(?fÎnc!pulernent présents à l'êtot d'hétérodlmères). Ce sont des récepteurs couplés Oi.tX protéines GI 
(6 ,nhibitrÎce)) qui, une fois octJ'ltées, inhibent j'activité des odénylates eycloses, Chu le$ patients 
'SIA, les sous-unÎtés Ga des plotélnes Gi soot phOlphotylées dons Ics résious sérine, ce qui prévient 
lu tOfmution de trimères avec: le!l< ~ous-':.lnités Py, cc qui induit leur moçtlvution et leur incupnciré ù 
lnnibtf j'uctillÎti des C1dénylotes cyclo!>es, ln pMsphorylatkm des protéines Gi 0 iti.dimantrte chel 
les l>otj~tJ{S 51A par Murea.u et al. t?8). 
adénylotes cycloses en présence d'un 
ligond ,pécifique l19J. Cette ph.,-
phofylation anormale nichée dans les 
ostéoblastes et dans plusieurs autres 
types cellulaires testés témoignant 
d'un défaut systémique (r!furr. lB). 
fait Intéressant, tes oestragènes 
inhibent fortement l'expression et la 
synthèse de la sous-uOlté <1. des pro-
téines G (Gi 1• l et Gs) dons des cultu-
res d'ostéoblastes Oul l suggérant 
ainSI que la s!gnalisation de 10 méla-
tanine pourrait être modulée pllr les 
œstrogènes. On peut remorquer que 
la copacité des œstrogènes 0 modu-
ler les nÎveoux des protéines G (Gs et 
Gi) pourrait explIquer 10 prél/olence 
des manifesto.tlons cliniques de ln 
SIA à j'odolescence et le fait que les 
filles soient plus sévèrement ottem-
tes que les garçons, Dans ce sens, 
la mÎse en évidence d'un défaut de 
signolisation de la rné!atanine vient 
non seulement octuoliser le rôle de 
cette hormone dons 10 pothogénie 
de la scoliose mois, de plus., consti-
tùe un concept unificoteur pouvont 
expliquer la majorité des affections 
a.ssociées a la. sco!ioS( (fig,tlre De 
plus t ce nouveau concept mo1écu~ 
hme a permis de développer url pre-
mier test de dépistage fonctIonnel 
de ta SIA octuellement en cours de 
volidation clinique, 
Développement d'un test 
fonction"el pOlir 1. dépistllge 
précoce d. la SIA 
Comme il n'existe pour le moment 
(lurun test ni une quelconque façon 
de prévoir l'Ilpparitlon .d'une SCQ-
liose; celle-ci n1est diognostiquée 
que lo(sque la déviation de la colonne 
commence ô être apparente. Ainsi 
c'est taute la mamère dont 01\ traite 
les patIents scoliotîqùes depuis des 
décennies qùi sera bouleversée, voire 
transformée, par la mise au point d'un test de dépistoge précoce. Le dans 10 SIA puisqu'ri cible une voie de signalisation ce 
test cible deux populotions distinctes. Premièrement, les enfants dits qui couvre un ensemble plus génélol. 0 
à risque, c'est-à-dire ceux provenant de familles présentant plusieurs 
cas de scoliose ou encore ceux dont l'un des deux parents est scolia- REMERCIEMENTS 
tique LS, 6J. Deuxièmement les enfonts et les adolescents en début de NO:I~ t~P(i'j> !Jf!!!l!c"l.:icr ~;;!~J!~;r..:nt ic~ (.,!W{'"ls!!~ feut f-:;"Tl!i!f 
moladie (c'est-à-dire, victimes d'une déforma tian du rachis apparente ,!Ii, 0111 IJIld'icipi ù ,:/·tt'e éÜid.:, df: mim:'! (Il't' !,!~ Clin): !~',H ~I'l 
comprise entre 10° et 30 D ) au sein desquels Il sera possible d'identifier r:~,!:> ,;,,~ {{{lfr'.! :.::!> pari~{lt5 Ceprajei J!: r:?:j';cr~'I'f .!st~!I/;~'.!;'-
ceux qU! présentent un risque de progression rapide. le test est relati- ,::.011/)" :'a· hl r:.l!1(!éitlO't rVI~, Cntrd d-::. I·!!,:.ii~t!, G:' f(,:i'!:.! U'~·. 
vement simple puisque à partir d'un échantillon sanguin, les Iympho- :Y,)rro(' 1": iu!J!,lii!) 111 h! 'I,di:;:,~i('I, d" i!.'·~, (1:'li';<I': (J';' 1:; 
cytes possèdent des récepteurs de la mélatortirte, sont isolés et utilisés 0;,,('11'1,:' Pr.ir.~I!(Il"~ );>liIU rÎf ~.j,!J.: b"~ :;;, f,hf"(l~':' 
pour déterminer la présence d'un défaut dons la transmission de la 
mé\atonine. Ce défaut est déterminé par un test biochimiQue mesurant 
10 capacité de la mélatonine à inhiber la synthèse d'AM Pc, molécule 
chimique produite pOT la cellule et agissant comme messager introcel-
lulaire secondaire (Flr\if~ l).la praduction d'AMPc est artificie!lement 
st'Imulée par un troitement en présence de forsHoline, molécule qui sti-
mule l'activité des odénylate cyclases, enzymes membranai,es chorgés 
de la synthèse d'AMPc. En présence de concentrations croissantes de 
mélatonine, on observe une réduction rapide de cette synthèse dans 
les lymphocytes des sujets sains; en revonche, dans les lymphocytes 
des patients SIA, on observe une obsence d'inhibition. Nous avons 
identifié troi5 types de réponses anormales chez les 5ujets SIA ce qui 
nous permet de faire une classificotion fonctionnelle des patients. E.n 
outre, ce test fonctionnel permet le dépistage précoce de la SIA sans 
avoir 0 priori une connoissance des mutotions ou des gènes en cause 
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SUMMARY 
Alkle.5~tnt illi.)pothic ~;.(:dic$\;'; ~;..!S) ;\;. thè. m{;~~ C~";"\­
mon fl;,,'f: uf :;(,Ç:H.l!.h. th'Jt ~fft!d::: :.J <;lgilificar:t r:t:.r"~,,:.';, 
of young teenllger,:;, f:iJlni;, femc.fes (0,2-6 % Dr t;'lf; 
popu~ctior,). r-liStOi iccll;, !>i.'\lero; '";'ipc-,Ilesis were po:.'" 
tulol'ed to t!xp:cil1 the aet::;,fogy of Ai), ,r,.:;iu:JJr.g g~r.etk 
focteJ!':. bi::te~e-mirG! fa':lC!rs, medHlri;:f" n\~uro:::If,ko!. 
ml".i::"ulor roc:or:; and hN!;:Dno' :'actors. Th!: ,,:!t raen-
ciOCriJh~ hypothes,s ir,-.'.:d ... i116 a rnd;:;tc(lln de~;:;.:'::::CY 
a'i !llr !.ourr.r. r"r), ;\[5- h,]~ Gf.':H~rrH:':(, greot ·rrteio;':,t. 
It.,~ h)P(Hh<~si~ Hf'rIl-'> f;iJ~) th/.' f(\;'t thot I.'xr;t:ri:~".ntur 
iJJI1('oie\:wm~ iF rhir.:n'll; l~:HI ,:,:)rr' {t'r:ently in ~~,~.~ 
Siljet' ',co,Hotique : 
Défout de contrôle postural (SNC) 
Anomalies des plaquettes 
((olmod~line) . 
Fip/e 2. S)'l"telr,e~ ciblis pIJr l'ae:tjon de fa milatllilirle ~t ~YlrlptOmes oburvé~ chez le~ pone/lb ~cllliotJ·ques. Reprp.sentotion schémIJtique des 
eHets physiologiques de la mélotonine cnellès sujets normaw( et leurs lIens avec les pathologies observées chez les pIJtients SIA. A. Tissus ciblé$ 
pIJr l'action de 10 mélatonine. Une défaillance de la signolisation dt cette hormone dons ces systèmes pourrait expliquer la mOJorité des onomolies 
et des symptômes observés che2 les patients SIA (a), ce qui confère à de ce modèle la pOltée d'un concept unificateur paur expliquer l'étiolagie 
de: IIJ SIA. 
1 leloJlier_Synlhese 'Md 6 '"'<>"Z007 ,,"",., __ 
t1:UlO:~lint'd ::1 t.I bip~!!oi mt::.1e, I=rGdul't::'. (~S:';,;:jO~b:. r;)!': 
~·Oi, ... gi:;I~: ; t!eVLlr;:.:<: af l11(!'ktÇll,~1 ln id;ap!~ th::: scullc!;)!> 
:.. ':."r:tIC\!e~$'~! :i'~lce r.c $lgnÎ-;';çc 1t c.,e:::reG.::'t:" in (in::;." 
;:.t'ng i:l~i(l'::~)l1h"1 ie\'~! n(l~ been ~:b~e;,-,ed in c. i":lo.jcrity 
d studle:.., r\,l:liy~l~ d meic.t"cr:il1 ~,g:".()llransduct;cn in 
fr;us;tJl(')s!~r!eta! tl;;S!H:.'S cf t~,~ ;;üt.Îerns ,~e1;1~''"'lstrc:i'e:d 
~(')~ the fiu:;' t.irnr- fi def er r. (lC'!;'urr;r:g in .; c~11 a~lt(')710m<JI,) 
rnl'ir,oer ,ri djff~;I!('t .::,~I; ~Yrl'f, i'iolet.td ~r,)rr. I\JS patjtn~<; 
o;ljfpfing ni' thl~ !111l'i!. q"',I('f{', (:mn or !:Io.t rJj~en~.f.' -hr.;,r 
r!'(lIib hUVI.' ;,d ~.r) ~: ';:1:;~X'I:r.l':J'1 ~)r ,t\ ~ ;~:1~I(';H.~ ;', 
;·llrf.':: t~i;;,:n~I~! funr.tl,)nn! cn;;;J~ d~'~h~l;t'ln~ on U:'~': 
r~:~pl)·l!:.l' ta J;wkl:):1ifl , tillE~l~~<,~Inî! tlHJ~ the ,(I:~..,\~ l;: 
.l'd'\ in\':)I'.'~~.<' ~(!'.'('.Ill! G~~rh·~. Y>\JIr.I·~.lll: r.r:'.dy!,.j", !"~I:)I"'fJd 
th(l: I~,ti~;u!,!in ",ignui:"I;, (;y!~:~:h:~'jG;~ i:- l!:î;6~;:f;d by u.~ 
,~,::rt:I.!;)!!d ph;)!.phcl·yllr::iwr· c'" Gi o:\:.'r~ . Il;; j,'u.:~iV .. t"lg 
their ~v ;~tl::ll. ·~ni~. C:t:~::cvely h(.~ Jo::J t:..: ~e."elLlF::!!I)t cf 
c iJ;!;~ !.c;:.li,.;:';!:' .3ueen!!:? ~;'!'[ly. Th,·; test, .l$In!; t;où6. 
• ~Ü: npl-=., Î~ tj'''~:1t!; m dlr:':,c.1 v-::lid::.r;:')11 pro::.e~,ç ;;1 
Cr!n::ldc an,~ ccu!d ;)e: usd tOI 5rre~ri--'f.lI,!:(!rel')::It higr: 
r.'i~ cf d~v ... !cpinr; 1"15. 0 
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